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Uma geração passa, outra vem; mas a terra sempre subsiste. 
O sol se levanta, o sol se põe; apressa-se a voltar a seu lugar; 
em seguida, novamente se levanta. 
O vento vai em direção ao sul, vai em direção ao norte, 
gira nos mesmos circuitos. 
Todos os rios se dirigem para o mar, e o mar não transborda. 
Em direção ao mar, para onde correm os rios, 
Eles continuam a correr. 
O que foi é o que será: 
O que acontece é o que há de acontecer. 
Não há nada de novo debaixo do sol. 
 
Se é encontrada alguma coisa da qual se diz: 
“Veja: isto é novo”, 
ela já existia nos tempos passados. 
Ecle 1, 4-7;9-10 
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RESUMO 
 Resumo 
xli
A inserção de cateter venoso central (CVC) representa um importante risco para as 
infecções sistêmicas nosocomiais, e para estas infecções, Staphylococcus epidermidis é o 
patógeno mais importante. Com o objetivo de analisar os perfis de DNA genômico, detectar 
a presença e expressão de gene responsável pela produção de biofilme e estudar a dinâmica 
da colonização, cepas de S. epidermidis obtidas de episódios de isolamento deste 
microrganismo em culturas microbiológicas de ponta de CVC e/ou hemoculturas foram 
comparadas com cepas coletadas da microbiota do paciente hospitalizado no Hospital das 
Clínicas da UNICAMP. Este estudo também objetivou analisar os procedimentos médico-
hospitalares intervencionais destes pacientes. Pacientes com culturas microbiológicas de 
ponta de CVC (>15 UFC) e/ou hemoculturas positivas para S. epidermidis foram 
selecionados para a coleta de microbiota presente na pele e mucosa nasal, através de coleta 
local com zaragatoas umedecidas. As cepas de S. epidermidis foram analisadas através do 
método de PFGE; teste de sensibilidade a antimicrobianos; detecção da presença do gene 
ica, através da técnica de PCR e detecção de biofilme, através do método CRA. Fizeram 
parte deste estudo 247 cepas obtidas de 12 pacientes selecionados em 18 episódios 
estudados. Foram encontrados 26 distintos perfis genotípicos e 4 perfis fortemente 
relacionados. Em 10 episódios o mesmo perfil genotípico de DNA foi detectado 
simultaneamente em cepas clínicas e de microbiota, onde 6 destes episódios ocorreram 
quando o período de implantação da CVC foi superior a 15 dias. Nos 7 episódios em que 
não houve concordância entre os perfis genotípico de DNA em cepas clínicas e de 
microbiota, 5 destes episódios ocorreram igualmente em período inferior a 15 dias, não 
havendo diferença estatística entre os grupos. Por PFGE foram identificados 6 perfis 
genotípicos predominantes nas cepas de microbiota. Estes perfis representaram 68% 
(132/193) das cepas de microbiota, e um destes perfis se mostrou prevalente (77/193) nas 
cepas de microbiota. Em 10 episódios (8 pacientes), o perfil genotípico prevalente foi 
identificado compondo a microbiota. Foi comprovado, por comparação da diversidade dos 
perfis genotípicos, que durante o período de hospitalização o perfil geral da microbiota 
sofre mudanças de um perfil de diversidade genotípica policlonal para um perfil de 
diversidade oligoclonal, com predominância de um perfil genotípico. A mudança de 
diversidade genotípica foi relacionando a administração prévia de ciprofloxacina. As cepas 
com perfis genotípicos predominantes não apresentaram maior prevalência da presença do 
 Resumo 
xlii
gene ica, em relação às cepas não predominantes, o que não foi justificado que cepas 
potencialmente produtoras de biofilme se sobrepusessem em relação às cepas desprovidas 
deste gene. Oito dos 12 pacientes apresentaram concomitante ou posterior infecção por 
bacilos Gram negativos, destes 2 foram a óbito por septicemia. De acordo com os 
resultados, nós concluímos que pacientes submetidos a longos períodos de hospitalização 
são colonizados por microbiota de diversidade oligoclonal de S. epidermidis e a 
colonização ou infecção de CVC por destas cepas, potencialmente produtoras de biofilme 
em contato com a corrente sanguínea, pode ser uma oportunidade para infecções 
posteriores por outros microrganismos devido a potencial produção de biofilme inerente a 
S. epidermidis. 
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ABSTRACT 
Abstract 
xlv
Central vascular catheters (CVC) represent an important risk for nosocomial bloodstream 
infections and Staphylococcus epidermidis is the most important pathogen of these 
systemic infections. To analyze the genomic DNA profiles, to detect the presence and 
expression of the responsible gene for biofilm production and to study the colonization 
dynamic, S. epidermidis strains isolated from tip CVC and blood positive cultures were 
compared with the strains isolated from skin and nasal swab in patients hospitalized in a 
tertiary care university hospital, the Hospital das Clínicas of UNICAMP. It was analyzed 
the previous medical care proceedings that the same patients underwent. Patients with 
microbiologic cultures for S. epidermidis from blood and/or catheter tip (>15 CFU) were 
selected to have swabs from skin and nasal. S. epidermidis were typed using PFGE, 
antibiotic susceptibility testing, presence of ica gene detection, by PCR, and biofilm 
detection, by Congo red method, were performed. Twelve patients with 18 episodes of 
colonization or catheter-related infection were included in this study and 247 strains were 
analyzed. It was found 26 distinct genotypic profiles and 4 strongly related genotypic 
profiles. In 10 episodes, the same DNA profile was detected in clinical and in microbiota 
strains, 6 of them occurred when the period of catheter implantation were higher than 15 
days. In 7 episodes, there was not concordance among genotypic profiles from clinical and 
microbiota strain, and 5 of them occurred when the period of catheter implantation were 
lower than 15 days, too. It was not found statistic difference between the groups. PFGE 
identified six predominant genotypic profiles that were present in 68 % (132/193) of 
microbiota strain, and one of them was prevalently present (77/193). The prevalent 
genotypic profile was found compounding the microbiota in 10 episodes (8 patients). It 
was proofed, by comparison of the diversity of genotypic profiles, that during the 
hospitalization period the microbiota general profile changes from the diversified 
genotypic profile (polyclonal) to a poorly diversified genotypic profile (oligoclonal), with 
a predominant genotypic profile. It found was related with the previous ciprofloxacin 
administration. The predominant DNA profiles strains did not presented higher prevalence 
according to the presence of ica gene when comparing to non predominant strains, what it 
was not justified that potentially biofilm producers can superpose over non ica strains. 
Eight of 12 patients presented concomitant or posterior infection by negative Gram rots, 
whose 2 were to obit by sepsis. According to the results, we concluded that patients with 
Abstract 
xlvi
long-term hospitalization were previously colonized by oligoclonal-diversified microbiota 
S. epidermidis  and CVC colonization or infection by this agent, potentially biofilm 
producer present at bloodstream can be an opportunity to other microorganism posterior 
infections, due to potential biofilm production inherent to S. epidermidis.  
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1.1-Histórico 
Staphylococcus epidermidis, o principal agente bacteriano colonizante do 
ecossistema cutâneo De seres humanos, é responsável por 50 % da microbiota 
estafilocócica residente da pele, colonizando principalmente as regiões superiores do corpo, 
em relação simbiótica com seu hospedeiro (ROTH e JAMES, 1988).  
Em 1972, BAYSTON e PENNY publicaram o primeiro trabalho relacionando 
a produção de material mucóide a cepas potencialmente patogênicas de S. epidermidis, 
como um possível fator de colonização de materiais prostéticos, instalados para intervenção 
médico-cirúrgica, em pacientes hospitalizados. Este material mucóide, que apresenta 
composição polissacarídica foi denominado slime (BAYSTON e PENNY, 1972).  
A formação de slime associada ao acúmulo de células bacterianas foi posteriormente 
denominada biofilme (CHRISTENSEN et al, 1982, FRANSON et al, 1984, MACK et al, 
1994). 
Diferentemente de Staphylococcus aureus, cujos mecanismos de virulência são 
bem compreendidos no contexto das infecções nosocomiais (RUZIN et al, 2001; 
CHEUNG et al, 2002; DYKE et al, 2003), comprometendo vários órgãos e tecidos, as 
infecções relacionadas a S. epidermidis emergiram apenas nas últimas duas décadas.  
A importância crescente deste agente como patógeno nosocomial contemporiza com os 
avanços da terapia intravenosa e dos dispositivos prostéticos a ela associados, e 
conseqüentemente seu maior uso. Alguns autores correlacionam o crescente uso dos 
dispositivos médico-invasivos nas últimas décadas à emergência das infecções 
estafilocócicas (GOLDMANN e PIER, 1993; KLOOS e BANNERMAN, 1994; 
ZIEBURN et al, 1997). 
Em estudo retrospectivo na Inglaterra, no período de 1996 a 2001, observou-se, 
através de busca ativa pré-operatória de microbiota, que apenas 1,8% das culturas foram 
positivas para S. aureus, e destas apenas 0,9 % eram resistentes a meticilina (meticillin 
resistent S. aureus - MRSA), enquanto 43,3 % das culturas foram positivas para S. 
epidermidis, sendo 55,1 %, das amostras avaliadas, resistentes ao mesmo antimicrobiano 
(meticillin resistent S. epidermidis - MRSE) (MOHANTY e KAY, 2004).  
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Estes dados salientaram a importância da colonização prévia por MRSE, muito além da 
importante colonização por MRSA, comumente enfatizada. Muitos MRSE são também 
resistentes a outros agentes antimicrobianos, sendo considerados reservatórios de genes de 
resistência, podendo estes genes ser transferidos para outras espécies, como já descrito na 
literatura (ARCHER et al, 1994; WIELDERS et al, 2001). 
 
1.2-Características biológicas de Staphylococcus epidermidis 
1.2.1-Classificação 
A espécie S.epidermidis está locada ascendentemente no gênero 
Staphylococcus, família Staphylococcaceae; ordem Bacillales; classe Bacilli; filo 
Firmicutes, super-reino Bacteria (www.ncbi.nlm.nih.gov, em maio de 2005). 
Atualmente são descritas 41 espécies de Staphylococcus, sendo a espécie 
representante S. aureus, espécie esta que se caracteriza por apresentar reação positiva ao 
teste de coagulase. Dentre as espécies estafilococos coagulase negativa, S. epidermidis é a 
principal representante, , www.ncbi.nlm.nih.gov, em maio de 2005). 
 
1.2.2-Morfologia e Metabolismo 
S. epidermidis, como as demais espécies de estafilococos, são células esféricas, 
apresentando de 0,5 a 1,5 µm de diâmetro, ocorrendo isoladamente, aos pares ou em 
grupamentos irregulares, quanto ao número e a disposição das células. São Gram positivas, 
imóveis e não esporulantes. Quanto ao metabolismo, são anaeróbios facultativos,  
quimio-organotróficas, com metabolismo respiratório e fermentativo (BERGEY’S 
MANUAL, 9o ed.). 
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1.2.3-Diferenciação bioquímica das demais espécies estafilocócicas 
S. epidermidis diferencia-se bioquimicamente das demais espécies 
estafilocócicas por apresentar reação positiva para as provas de catalase, urease, e fosfatase 
alcalina e reação negativa para as provas de oxidase pirrolidonil arilamidase, coagulase e 
fator clumping. Seu crescimento é resistente frente a polimixina B e sensível à presença de 
novobiocina. Quanto à utilização aeróbica de açúcares, metaboliza sacarose, manose e 
maltose, o que não ocorre com a trealose e o manitol (KLOOS e BANNERMAN, 1994). 
 
1.3-Epidemiologia 
Dados do Surveillance and Control of Pathogens of Epidemiological 
Importance (SCOPE), dos Estados Unidos, salientaram a importância das infecções 
sistêmicas nosocomiais relacionadas a cateter (IS-RC), apresentando estas a taxa de 
mortalidade de 27 % (EDMOND et al, 1999). Estimativas da mesma entidade 
correlacionam as IS-RC com o uso de cateter venoso central (CVC), dispositivos estes 
utilizados para infusão endovenosa, uma vez que 70 % dos pacientes acometidos por este 
tipo de infecção fazem ou fizeram uso destes dispositivos vasculares com uma média de 5,3 
por 1000 cateteres/dia em unidades de terapia intensiva (UTIs) (WENZEL e EDMOND, 
2001).  
Os CVCs são distinguidos em 4 tipos, de acordo com o local de inserção, 
tamanho e riscos de complicação: a) venoso central de inserção periférica; b) venoso 
central não tunelizado; c) venoso central tunelizado e d) venoso central totalmente 
implantado. Estima-se que 90 % das IS-RC ocorram em pacientes com cateteres CVC não 
tunelizado, ou seja, de inserção percutânea. 
Além da maior morbidade e mortalidade associada à infecção, o quadro 
sistêmico acarreta o aumento da estada hospitalar, em média uma semana, gerando um 
excedente no custo do paciente em 6000 a 29000 dólares, em estimativa norte-americana 
(PITTET et al (1994), BURKE et al, 1998).  
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Atualmente, as espécies S. epidermidis e S. aureus são descritas como as 
responsáveis por mais da metade das infecções associadas ao uso de dispositivos 
prostéticos (FLUCKIGER, 2005). 
 
1.4-possíveis rotas de migração e colonização de S. epidermidis  em CVC 
A contaminação no sítio de inserção do cateter; o ponto de conexão do cateter; 
a migração hematogênica de microrganismos; os produtos de infusão - incluindo produtos 
hematológicos; e as mãos da equipe clínica são fontes de acesso que potencialmente 
permitem a contaminação e colonização do cateter (BJORNSON et al, 1982; DE CICCO 
et al, 1989; GOLDMANN e PIER 1993) (Figura 1). 
É preconizado que a possível colonização de CVCs implantados por longos 
períodos (>30 dias), seja resultado de contaminação durante a manipulação dos mesmos, 
quando microrganismos são introduzidos diretamente no lúmen do dispositivo.  
Esta hipótese dista da possível rota preconizada para CVCs implantados por períodos curtos 
(<10 dias), onde se considera que, a infecção seja resultado da migração de microrganismos 
presentes no sítio de inserção dos cateteres, posterior colonização ao longo de sua 
superfície externa, conseguinte colonização da ponta intravascular distal e finalmente 
infecção, com possível dispersão sistêmica (PEARSON, 1996; RAAD, 1998; MURGA  
et al, 2001; O’GRADY et al, 2002). 
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Figura 1-Fontes de infecção relacionadas a cateter. 
Figura adaptada para a língua portuguesa de GOLDMANN e PIER (1993). 
 
1.5-Patogênese 
Algumas cepas de S. epidermidis formam biofilmes que são descritos como 
aglomerações de células embebidas em matriz heterogênea extracelular (Figura 2), 
resultando em estruturas tridimensionais com características fisiológicas específicas 
(COSTERTON, 1999). A formação de biofilmes é atualmente o fator de patogenicidade 
associado às infecções relacionadas a cateteres de longa duração, uma vez que a formação 
destas estruturas promove a agregação célula-célula, além da adesão celular em 
biomateriais (HEILMANN et al, 1996; GERKE et al, 1998; MACK et al, 1999; MACK 
et al, 2000). 
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Figura 2-Microscopia eletrônica de biofilme de S. epidermidis 
www.math.utah.edu/.../quorum_talk.html 
 
No curso das infecções relacionadas aos dispositivos prostéticos, dois distintos 
estágios ocorrem sucessivamente: a) a aderência primária da bactéria às proteínas séricas do 
paciente, que previamente recobrem o biomaterial inserido (VEESTRAS et al, 1996); b) a 
formação de agrupamento bacteriano em multicamadas, mediado pela produção do 
polissacarídeo extracelular (Figura 3). 
A matriz extracelular produzida pelas próprias células estafilocócicas é 
denominada polysaccharide intercellular adhesin (PIA), produzida pela enzima  
N-acetilglucosaminiltransferase (MACK et al, 1999), que é codificada por um operon 
denominado intercellular adhesion (ica), composto de quatro genes icaA, icaD, icaB, icaC, 
e uma região promotora denominada icaR (HEILMANN et al, 1996; GERKE et al, 1998; 
CRAMTON et al, 1999; CRAMTON et al, 2001). Esta seqüência de genes é 
freqüentemente ausente nas cepas comensais (ZHANG et al, 2003). O gene icaA é a chave 
enzimática da síntese de PIA (MACK et al, 2000), embora a co-expressão dos quatro genes 
seja absolutamente necessária para esta síntese (GERKE et al, 1998). Recentemente GILL 
et al (2005), realizando a análise genômica de cepas de S. epidermidis comparando cepas 
produtoras e não produtoras de biofilme, revelaram que além do operon ADBC, as cepas 
produtoras de biofilme apresentam uma proteína de parede celular associada a biofilme 
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(Bap), que previamente havia sido identificada em cepas de S. aureus relacionadas à 
mastite bovina, e está associada a aderência de superfícies de poliestireno. 
A infecção causada por S. epidermidis é geralmente persistente, reincidente e de 
difícil erradicação (O’GARA e HUMPHREYS, 2001). Até recentemente, preconizava-se 
que o fenótipo mais resistente apresentado pelas células em biofilme, em relação às células 
plantônicas, era devido à disposição das células em multicamadas, além da própria presença 
polissacarídica, formando uma barreira mecânica para a penetração de antimicrobianos em 
sítios alvo (HOYLE e COSTERTON, 1991; SCHWANK et al, 1998). A barreira 
mecânica também é relacionada ao mecanismo de escape, principalmente contra a 
penetração de citocinas (COSTERTON et al, 1999) e sua presença é apresentada como 
fator de virulência in vivo (RUPP et al, 1999a, b, 2001). 
Em trabalho recente, YAO et al (2005), comparando os genes expressos em 
células plantônicas e em biofilmes, utilizando a técnica de microarrays, demonstraram 
mudanças fisiológicas significativas entre as células nos distintos estágios. As células em 
biofilmes sofrem supressão do metabolismo aeróbico favorecendo a obtenção energética 
por fermentação; e diminuição geral dos níveis de transcrição e tradução, diminuindo 
portando o metabolismo celular. Porém há o aumento da transcrição de genes envolvidos 
em mecanismos de resistência e defesa bacterianos (YAO et al, 2005). 
Evidências experimentais (FLUCKIGER et al, 2005) e epidemiológicas 
(ZIEBUHR et al, 1997; FREBOURG et al, 2000; GALDBART et al, 2000; DE SILVA 
et al, 2002) tem demonstrado clara correlação entre patogenicidade e a presença dos genes 
ica na virulência das cepas de S. epidermidis. Dois estudos tem sugerido que devido à alta 
prevalência destes genes nos isolados clínicos, a presença do gene icaA pode ser usada 
como um dado relevante na classificação de isolados considerados contaminantes ou 
agentes clinicamente significativos relacionados a infecções sistêmicas  
(ZIEBUHR et al, 1997; FREBOURG et al, 2000). 
Introdução 
56
 
 
Figura 3- Modelo de formação de biofilme de S. epidermidis, em fases seqüenciais. 
Figura adaptada para a língua portuguesa de VUONG e OTTO (2002). 
 
1.6-Variação da expressão de biofilme 
Nem sempre a presença do operon ica remete à sua expressão fenotípica. Cepas 
de S. epidermidis provenientes de um mesmo clone sofrem mudanças quanto à: produção 
de biofilme, morfologia da colônia, taxa de crescimento e susceptibilidade a 
antimicrobianos (CHRISTENSEN et al, 1987; ZIEBURN et al, 1997). A alteração quanto 
à produção de biofilme e demais características fenotípicas a ela relacionadas se deve a 
inserção e excisão alternada e reversivelmente do um elemento genético móvel, a seqüência 
de inserção 256 (insertion sequence - IS256), em diferentes locais do operon ica,  
(Figura 4), principalmente em icaC, interrompendo ou diminuindo a síntese de PIA 
(ZIEBURN et al, 1999; HANDKE et al, 2004). Especula-se que este mecanismo de 
alternância na produção do polissacarídeo, portanto alternância da produção de biofilme, 
facilite a dispersão das células não aderentes provenientes do nicho nativo, e sua 
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colonização em outros sítios, resultando em bacteremia e doença metastática, além de 
facilitar a evasão frente à resposta imunológica (HANDKE et al, 2004), embora até o 
presente não sejam conhecidos dispositivos genéticos ou metabólicos que induzam a 
entrada e a saída de IS256 no operon. 
 
 
Figura 4- Operon ica e as possíveis regiões de inserção de IS256. 
Figura parcial da originalmente apresentada em ZIEBUHR et al (1999). 
 
1.7-Diagnóstico laboratorial de biofilme 
Na literatura são descritos alguns métodos laboratoriais para a observação da 
produção de biofilme de S. epidermidis. O método pioneiro é o método semiquantitativo de 
CHRISTENSEN (1982), utilizando o crescimento estático das culturas em meio líquido.  
O método qualitativo de FREEMAN et al, (1989), apresentado em trabalhos recentes 
(ZIEBURN et al, 1997; ARCIOLA et al, 2001a,b; ARCIOLA et al, 2002) utiliza o 
crescimento das colônias em meio ágar vermelho congo (congo red agar - CRA) 
enriquecido com alta concentração de sacarose, para favorecer a produção do 
polissacarídeo.  
Devido à variação da expressão de biofilme, os métodos fenotípicos devem ser 
associados aos métodos genotípicos, quando estudados os fatores de virulência destes 
microrganismos. 
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1.8-Diagnóstico de infecção de CVC e infecção sistêmica relacionada a cateter. 
Devido à colonização epidérmica, o isolamento de cepas de S. epidermidis a 
partir de culturas de ponta de CVC, ou mesmo de hemocultura, pode representar o 
responsável pela infecção apresentada ou apenas o agente colonizante do local de inserção 
do cateter. (VON EIFF et al, 2002; VANDECASTEELE et al, 2003). 
 
1.9-Análise da correlação entre cepas de S. epidermidis provenientes de microbiota e 
de isolados clínicos 
A característica intrínseca de S. epidermidis ser o principal agente colonizador 
da pele, aliada a sua capacidade de adesão e colonização de biomateriais, faz com que este 
agente seja potencialmente um agente de risco para IS-RC. Por outro lado, as características 
fenotípicas de cepas de S. epidermidis colonizadoras de pele de portadores sadios 
apresentam-se distintas das cepas infecciosas presentes em ponta de CVC e hemoculturas. 
Qual seria, portanto a importância da microbiota de pacientes hospitalizados submetidos à 
implantação de CVC? 
Com a disponibilidade dos métodos de tipagem molecular, atualmente é 
possível comparar cepas de S. epidermidis, provenientes de isolados clínicos e microbiota 
de um mesmo paciente. Com estas comparações, aliadas às demais características 
genotípicas, como, a presença dos genes responsáveis pela codificação de biofilme, e 
características fenotípicas, como expressão de biofilme e susceptibilidade a 
antimicrobianos, é possível obter dados que auxiliem na compreensão da importância das 
cepas de S. epidermidis presentes na microbiota para as infecções relacionadas a CVC por 
estes mesmos agentes, a fim de obter melhores informações quanto às formas de aquisição 
das cepas de S. epidermidis formadoras de biofilme.  
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1.9.1-Métodos moleculares 
Atualmente vários métodos de tipagem descritos são empregados para 
correlacionar cepas bacterianas, relacionando-as a surtos ou distinguindo-as, 
epidemiologicamente, de cepas endêmicas ou esporádicas, auxiliando em análises do 
significado clínico dos achados microbiológicos.  
Métodos moleculares de tipagem apresentam vantagens sobre os métodos 
fenotípicos tradicionais, principalmente devido à possibilidade de aplicação em diversas 
espécies bacterianas, alto poder discriminatório e rapidez na conclusão dos resultados.  
A aplicação dos principais métodos moleculares, como ferramenta auxiliar na 
discriminação de episódios envolvendo S. epidermidis, apresentou bons resultados, sendo 
citados estes métodos: a) perfil plasmidial (SLOOS et al, 1996); b) reação em cadeia da 
polimerase a partir de oligonucleotídeos arbitrários (arbitrarily primed polymerase chain 
reaction – AP-PCR); c) polimorfismo de DNA amplificado aleatoriamente  
(ramdomly amplified polymorphic DNA - RAPD) (MARQUET-van der MEE  
et al, 1995); d) polimorfismo de grandes fragmentos de restrição  
(Restriction Fragment Length Polymorphism – RFLP); e) análise de grandes fragmentos 
cromossomais por eletroforese em campo pulsado (pulsed field gel electrophoresis – 
PFGE) (GOERING e DUENSING, 1990). 
As interpretações dos resultados gerados, através de análises do perfil 
plasmidial, AP-PCR e RFLP, são empíricas, ou seja, os parâmetros que distinguem cepas 
idênticas de cepas distintas entre si são muitos distantes, havendo dificuldades para 
mensurar os graus intermediários (TENOVER et al, 1997). Dos métodos de tipagem 
molecular, PFGE tem demonstrado alto poder de reprodutibilidade e discriminação, e é 
hoje o método de escolha para tipagem molecular para a maioria dos microrganismos, 
incluindo S. epidermidis (TENOVER et al, 1997; SLOOS et al, 1998; MIRAGAIA et al, 
2002; NUNES et al, 2005). 
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Ao analisar o perfil genotípico a partir de cepas isoladas de culturas de ponta de 
CVC e bacteremia, e concomitantemente comparar com o perfil de cepas de S. epidermidis 
colonizadoras de pele e mucosas do paciente portador destas infecções, é possível 
diagnosticar se a procedência deste agente está na microbiota presente do paciente. 
Ao investigar a presença dos genes responsáveis pela adesão intercelular nas 
cepas de S. epidermidis a partir de cepas isoladas de culturas de ponta de CVC e 
hemocultura, e concomitantemente em cepas colonizadoras de pele e mucosas do paciente 
destas infecções, é possível avaliar a importância destes genes como marcadores de 
virulência em cepas de S. epidermidis. 
É conhecido que a inserção de CVC trás associados o risco de infecção e o 
aumento na mortalidade e morbidade dos pacientes. Deste modo, frente ao risco aumentado 
de infecções graves por S. epidermidis relacionadas a CVC, e a necessidade de se estudar a 
relação entre as cepas de microbiota e cepas clínicas deste agente nos pacientes com IS-RC, 
foi desenhado o presente estudo. 
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2- OBJETIVOS 
 Objetivos 
63
2.1- Objetivo principal 
O presente trabalho teve como objetivo principal o estudo de cepas de S. 
epidermidis em relação a: 
1. Análise do o perfil genotípico;  
2. Detecção da presença dos genes responsáveis pela adesão intercelular (ica) 
e produção fenotípica de biofilme; 
3. Estudo da sensibilidade a antimicrobianos; 
4. Estudo da dinâmica de colonização. 
 
2.2- Objetivo secundário 
Analisar a relação os procedimentos médico-hospitalares intervencionais em 
relação à mudança de microbiota. 
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3- CASUÍSTICA E MÉTODOS 
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3.1-Casuística 
3.1.1-Descrição do HC da UNICAMP 
O HC da UNICAMP é um hospital universitário terciário que atende uma 
população de 5 milhões de habitantes pertencente a Campinas e região, no estado de  
São Paulo. 
Na ocasião da realização do estudo, o HC da UNICAMP contava com a 
capacidade física para 450 leitos e área construída de 65.000 metros quadrados, distribuídos 
em 6 blocos interligados: Bloco A – Ambulatório; Bloco B – Pronto Socorro, radiologia, 
centro cirúrgico ambulatorial e procedimentos; Bloco C – Enfermarias; Bloco D – Caixa 
d’água e elevadores, interligação entre os blocos A e C; Bloco E – Áreas de apoio técnico e 
administrativo, enfermarias, centro cirúrgico, UTI e central de material; Bloco F – 
Laboratórios. 
  
3.1.2- Normas para inserção de CVC não tunelizado 
As inserções de CVCs não tunelizados foram realizadas em salas de 
procedimento ou no leito do paciente com técnica de sala operatória. A conduta para 
inserção de CVC não tunelizados, seguiu a técnica recomendada pela CCIH do HC da 
UNICAMP (ANEXO A): 
 
3.1.3-Critérios para consideração de infecção em CVC 
Atualmente a infecção em CVC é considerada a partir dos critérios 
normalizados no Guidelines for the Prevention of Intravascular Device-Related 
Infections, em 1996 (PEARSON, 1996), sendo estes: 
¾ Sinais inflamatórios no sítio de inserção do CVC: 
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 Eritema, inchaço, endurecimento ou purulência em diâmetro de 2 cm na 
pele, próxima a inserção do cateter;  
¾ Para o isolamento semiquantitativo: 
 Haver uma contagem de UFC igual ou acima de 15. 
 
3.1.4-Critérios para consideração de IS-RC 
É considerada IS-RC de acordo com os critérios normalizados no Guidelines 
for the Prevention of Intravascular Catheter-Related Infections, em 2002, pelo CDC de 
Atlanta, EUA (O’GRADY, 2002), sendo estes: 
¾ Bacteremia em paciente com CVC, apresentando pelo menos uma 
hemocultura positiva obtida de veia periférica; 
¾ Manifestações clínicas de infecção, como febre, calafrios e/ou hipotensão; 
¾ Se o paciente, manifestando a infecção sistêmica, estiver sob uso de CVC a 
não menos que 48 h; 
¾ Nenhuma fonte de infecção aparente, exceto o cateter. 
Quanto aos dados microbiológicos, um dos critérios abaixo deve estar presente: 
¾ Para o isolamento semiquantitativo: 
 Haver uma contagem de UFC igual ou superior a 15; 
¾ Isolamento do mesmo agente microbiano, a partir da cultura de ponta de 
CVC e hemocultura de sangue periférico, apresentando mesmo perfil de 
sensibilidade aos antimicrobianos, com período de coleta distante em  
2 horas entre a coleta de material para cultura de ponta de e para 
hemocultura. 
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3.1.5-Critérios para consideração de cepas clínicas e de microbiota 
As cepas de S. epidermidis isoladas de ponta de CVC e/ou hemocultura, 
consideradas ou não cepas infecciosas pela CCIH do HC da UNICAMP, foram descritas 
neste estudo como cepas clínicas. Enquanto que as cepas de S. epidermidis, isoladas de 
região palmar, axilar, proximal de sítio de inserção do CVC e mucosa nasal dos pacientes, 
obtidas em busca ativa, foram consideradas cepas colonizantes, ou seja, cepas de 
microbiota.  
 
3.1.6-Desenho do Estudo 
Foram utilizados os seguintes critérios de inclusão dos pacientes no estudo: 
¾ Pacientes adultos internados no HC da UNICAMP, durante o período da 
realização do estudo, no período de setembro de 2001 a abril de 2003; 
¾ Pacientes que apresentaram resultado positivo para S. epidermidis em 
cultura de ponta de CVC (maior ou igual a 15 UFC) e/ou duas ou mais 
hemoculturas positivas, para o mesmo agente, e que foram coletadas de 
locais distintos de venóclise, na mesma ocasião da retirada do CVC; 
 
3.1.6.1-Aspectos éticos e consentimento livre e esclarecimento 
Por se tratar de pesquisa realizada com seres humanos, esta pesquisa cumpriu 
os princípios enunciados na Declaração de Helsinque, emendada em Hong-Kong, em 1989. 
O paciente que atendeu aos aspectos deste projeto, de acordo com os critérios 
acima relacionados (item 3.1.4), foi informado do interesse em se realizar esta pesquisa 
(APÊNDICE A). Na ocasião, o paciente ou seu representante legal foi informado que esta 
pesquisa seria de caráter investigativo, não havendo nenhuma relação direta com o 
tratamento e procedimento médico de rotina, cabendo ao paciente ou seu representante 
legal a decisão de aceitá-la ou não, uma que não haveria prejuízo ao mesmo, independente 
de sua decisão. 
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3.1.7-Protocolo de acompanhamento para a realização das coletas 
Foram considerados episódios distintos de culturas microbiológicas positivas 
para S. epidermidis quando o intervalo excedeu 10 dias entre os mesmos.  
Até dois dias do resultado microbiológico positivo para S. epidermidis em 
hemocultura e/ou ponta de CVC, foi realizada visita ao paciente, pela responsável pelo 
estudo, para esclarecimento do teor e objetivos do estudo e subseqüente livre 
consentimento do paciente, ou seu responsável.  
 
3.1.8-Tamanho amostral e seleção de sujeitos 
As cepas de S. epidermidis utilizadas neste estudo foram coletadas de 12 
pacientes internados no Hospital das Clínicas (HC) da UNICAMP, contabilizando 18 
episódios distintos de isolamento da bactéria pesquisada em culturas de ponta de CVC e/ou 
hemocultura. (APÊNDICE B). 
 
3.1.9-Levantamento dos dados clínicos dos pacientes envolvidos 
Os dados clínicos dos pacientes incluídos neste trabalho foram obtidos através 
dos prontuários médicos. 
Os procedimentos ou estados clínicos previamente sofridos ou apresentados 
pelos pacientes, em período inferior a 2 meses ao episódio, foram analisados como possível 
associação com os episódios estudados. Sob esta perspectiva, foram avaliados: a) cirurgia; 
b) radioterapia; c) ventilação mecânica; d) sonda vesical de demora; d) nutrição parenteral; 
e) quimioterapia; f) corticóides; g) hemodiálise; h) transfusão de hemoderivados;  
i) neutropenia; j) antibioticoterapia. Para este último item foram avaliadas as seguintes 
classes antimicrobianas: aminoglicosídeos; carbapenens; penicilinas; cefalosporinas de 
primeira, terceira e quarta gerações; quinolonas e glicopeptídeos, além do uso prévio de 
antifúngicos. 
Casuística e metodos 
71
3.2-Métodos 
3.2.1-Coleta de material 
O processamento das hemoculturas foi realizado pelo sistema automatizado 
BactAlert® (BioMérieux Inc, Hazelwood, MO, EUA), e as culturas de ponta de CVC 
foram processadas através de método semiquantitativo, segundo MAKI et al (1977).  
Os exames microbiológicos de hemoculturas e culturas de ponta de CVC foram realizados 
pelo Laboratório de Microbiologia Clínica do HC da UNICAMP.  
A busca ativa de microbiota do paciente foi realizada em região palmar, axilar, 
proximal do sítio de inserção e mucosa nasal dos pacientes. Este procedimento de coleta foi 
realizado com zaragatoas, embebidas em meio Brain Heart Infusion (BHI) ou solução 
fisiológica. O material coletado foi semeado individualmente em meio manitol salt agar 
(Difco laboratories, Detroit, MI, EUA). Individualmente, a partir de cada placa de manitol 
correspondente a uma região específica, foram selecionadas, em média, 3 UFC não 
fermentadoras de manitol, com o intuito de buscar possíveis isolados de S. epidermidis 
presentes em cada sítio do paciente. Posteriormente foram realizados os testes bioquímicos 
de identificação, teste de susceptibilidade a antimicrobianos, genotipagem por PFGE, e 
detecção genotípica e fenotípica de biofilme. 
As culturas positivas para S. epidermidis, de hemoculturas e/ou ponta de CVC 
realizadas no Laboratório de Microbiologia do HC da UNICAMP, foram repicadas, 
individualmente, em placas de ágar sangue. De cada placa foram coletadas até 5 colônias e 
estas colônias foram armazenadas em meio BHI, com adição de 15 % de glicerol e 
mantidas a 80º C negativos, para posterior estudo de genotipagem e fenotipagem. 
 
3.2.2. Identificação bioquímica dos isolados de S. epidermidis 
A identificação dos isolados de S. epidermidis, obtidos a partir de microbiota 
dos pacientes, foi realizada com reconhecimento de cocos Gram positivo; provas 
bioquímicas de catalase e urease positivas, coagulase e oxidase negativas, susceptibilidade 
a novobiocina e resistência a polimixina B, e produção de ácido a partir de maltose e 
sacarose, mas não a partir de trealose (KLOOS e BANNERMAN, 1994).  
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Os isolados provenientes de hemocultura e cultura de ponta de CVC 
processados no Laboratório de Microbiologia Clínica foram identificados por método 
automatizado, utilizando Vitek ® System (BioMérieux Vitek, Inc, Hazelwood, MO, EUA), 
conforme rotina daquele laboratório, complementado pela prova da catalase. Todos os 
isolados foram semeados em solução aquosa de leite em pó desnatado 10 %, previamente 
esterilizada e conservada a temperatura negativa de 80º C. 
 
3.2.3-Teste de sensibilidade a antimicrobianos 
Os isolados foram testados quanto ao perfil de sensibilidade através do método 
de difusão em disco, normalizado pelo NCCLS M100-S11, para os seguintes 
antimicrobianos: amicacina (30 mcg), ciprofloxacina (5 mcg), cloranfenicol (30 mcg), 
gentamicina (10 mcg), penicilina G (10 UI), rifampicina (5 mcg) teicoplanina (30 mcg), 
tetraciclina (30 mcg), vancomicina (30 mcg), oxacilina (1 mcg). Os discos utilizados foram 
procedentes da Cecon (São Paulo, Brasil). A sensibilidade a oxacilina foi confirmada por 
teste de sensibilidade a oxacilina em Müller Hinton Agar (MHA), acrescido de 4 % de 
cloreto de sódio (Merck, Darmstadt, Alemanha) e 6 mg/mL de oxacilina.  
 
3.2.4. Análise da expressão de produção de biofilme 
A expressão da produção de biofilme foi avaliada através do método vermelho 
congo agar (CRA), segundo FREEMAN et al (1989). Os isolados foram semeados em 
MHA acrescido de 36 g/L de sacarose e 0,8 % de vermelho congo e incubado por 24 h a 
37o C e posteriormente por 24 h a 30o C.  
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3.2.5-Padronização da técnica de PFGE a ser utilizada 
Para analisar as possíveis variáveis da técnica de extração de DNA para PFGE 
aplicada a S. epidermidis, primeiramente foram testadas diferentes condições quanto ao uso 
de lisostafina, lisozima e proteinase K. Este processo de padronização da técnica foi 
realizado conjuntamente com o doutorando, na época, Orlando José Bratfich.  
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que a utilização das enzimas 
lisozima e proteinase K, previamente descritas na técnica original de GOERING & 
DUENSING (1990), não apresentou melhor resolução para a análise dos perfis genotípicos 
das cepas de S. epidermidis, quando estas enzimas não foram utilizadas (Figura 5). 
Portanto optou-se por padronizar a técnica sem a utilização destas enzimas, para minimizar 
o custo da aplicação da técnica. 
 
 
Figura 5- Padronização da extração do DNA para PFGE, baseado em possíveis variáveis 
do método de GOERING e DUENSING (1990).  
  1      2       3      4       5       6       7       8       9      10 
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As colunas 1 a 5 representam diferentes extrações de DNA para PFGE 
referentes a cepa de S. epidermidis ATCC 12225; as colunas 6 a 10 representam diferentes 
extrações referentes a cepa clínica (Perfil genotípico Q) de S. epidemidis. Colunas 1 e 6: 
extrações realizadas, utilizando lisostafina a 37o C e posteriormente proteinase K a 50o C e 
lisosafina a 37o C; Colunas 2 e 7: extrações realizadas sem a utilização da proteinase K, 
apenas incubando as amostras a 50o C; Colunas 3 e 8: extrações realizadas, incubando-se 
lisostafina e lisozima a 37o C e posteriormente proteinase K a 50o C; Colunas 4 e 9: 
extrações realizadas, utilizando lisostafina e lisozima a 37o C e posteriormente incubando-
se as amostras a 50o C sem proteinase K; Colunas 5 e 10: extrações realizadas, utilizando 
lisostafina e lisozima incubando-se o material a 4o C e posteriormente incubando-se 
proteinase K a 50o C. 
 
3.2.6- Comparação do perfil genotípico por PFGE 
Foram comparados os perfis genotípicos por PFGE, segundo GOERING e 
DUENSING (1990), com modificações. As cepas foram semeadas em ágar sangue e 
incubadas a 37oC por 24 horas. Posteriormente 10 UFC foram semeadas em 20 mL de BHI 
e incubadas, sob agitação, por 24 horas a 37o C. As amostras foram lavadas e centrifugadas 
2 vezes por 5 minutos a 5000 rpm, re-suspendendo-se o material primeiramente em 5 mL e 
posteriormente em 1 mL de salina. Transferiu-se 30 µL do lavado celular em microtubo 
estéril, adicionando-se 400 µL de EC buffer (0,006 M Tris pH 7,5; 1 M NaCl; 1 M EDTA 
pH 7,5; polioxietileno-20-cetil Brij 58 (Sigma, St Louis, MO, EUA), 0,2 % de deoxicolato 
de sódio; 0,5 % de sal sódico de n-lauroilsarcosina (Sigma), 3,5 µL de solução 10 mg/mL 
de lisostafina e 450 µL de agarose Low Melt (BioAgency, São Paulo, SP) a 2 % em solução 
aquosa, previamente aquecida. O material foi dispensado em moldes, e os blocos 
resultantes, após resfriados, foram lavados 3 vezes em Tris-EDTA (TE) High molarity  
(100 mM Tris, 100 mM EDTA). Para digestão protéica os blocos foram incubados por 24 h 
a 50o C em ES (0,625 M EDTA pH 9,3 – 1% sal sódico de n-lauroilsarcosina (Sigma). 
Após a incubação os moldes foram lavados 4 vezes com TE High molarity. Para a digestão 
com endonuclease de restrição, os blocos foram previamente tratados com Dummy no salt 
(0,05 mM MgCl2, 0,1 mM Tris pH 8,0), para reposição de magnésio, e posteriormente 
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digeridos com endonuclease de restrição SmaI (Invitrogen, Carsbad, CA, EUA), por 24 h a 
30o C, clivando o DNA nas regiões CCCGGG. 
Para eletroforese foi utilizado CHEF DR® III System (Bio Rad Laboratories, 
Hercules, CA, EUA), com a seguinte programação: tempo inicial 5 s; tempo final 35 s; 
tempo total de corrida 20 h. Condições de corrida: temperatura 14o C, 6 volts/cm, 120 V.  
O material foi revelado em brometo de etídio e analisado com o programa computacional 
Biogene (Vilbert-Loumart, Marle-la-Valle, França). 
 
3.2.6.1-Variáveis e conceitos para genotipagem 
A similaridade do perfil de bandas foi estimada pelo coeficiente de similaridade 
(CS) de Dice, e os grupamentos foram determinados por Unweighted Paired group Method 
using Arithmetic averages (UPGMA). 
 
CS (Dice) = 2nxy/(nx+ny) 
onde, 
 nx = número de bandas na coluna “x”  
 ny = número de bandas na coluna “y” 
nxy = número de bandas compartilhadas entre as colunas “x” e “y” 
Fórmula do coeficiente de similaridade de Dice 
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Cepas com coeficiente de similaridade de valor 1,0 foram considerados de 
genótipos idênticos; cepas que apresentaram coeficiente de similaridade diferente de 1,0, 
porém igual ou acima de 0,9 foram consideradas de genótipos estritamente relacionados; 
finalmente, cepas com coeficiente de similaridade abaixo de 0,9 foram consideradas 
diferentes entre si.  
Os genótipos foram agrupados em ordem alfabética, a partir do genótipo 
predominante definido pela letra A. 
 
3.2.7- Detecção da presença do gene icaA 
A detecção da presença do gene icaA foi realizada através de amplificação por 
PCR. A obtenção do material cromossomal para amplificação foi realizada segundo 
MARTINEAU et al (1996). Todas as amostras foram semeadas em BHI, e incubadas sob 
agitação a 37o C por 16 h. A suspensão bacteriana resultante foi visualmente ajustada ao 
padrão 0,5 da escala de diluição de BaSO4 de McFarland, correspondente a uma 
concentração aproximada de 1,5 X 108 bactérias/mL. Ajustada a concentração da 
suspensão, 2 µL foram transferidos diretamente a solução de PCR. A reação da PCR foi 
ajustada a um volume final de 50 µL, contendo: 2,5 mM de MgCl2 (Gibco); 0,1 % Triton 
X-100 (Nuclear, São Paulo, Brasil); 2,5 mM dNTP (Wako Nippon Gene, Tóquio, Japão); 
50 pmol de cada oligonucleotídeo específico icaA e 5 pmol de cada oligonucleotídeo 16S, 
para controle da reação; e 2,5 U Taq polimerase (Gibco) (Tabela 1). Os oligonucleotídeos 
para amplificação de fragmento correspondente ao gene icaA foram desenhados com o 
programa DNA MAN para Windows, versão 2.2 (Lynnon Biop Soft), sobre dados do 
operon ica (Figura 5) depositado no banco de genes americano  
(GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov), sob o número U43366. Os oligonucleotídeos referentes 
a região16S, foram reproduzidos, de acordo com citação de MARTINEAU et al (1996). 
Os ciclos foram realizados automaticamente em termociclador TaKaRa PCR 
Thermal Cycler MP (TaKaRa Biomedicals, Shiga, Japão), iniciando-se a amplificação do 
material cromossomal através de desnaturação inicial de todas as amostras, sob temperatura 
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de 92o C, por 1 min. Foram complementados 30 ciclos de amplificação para cada amostra e 
cada ciclo foi constituído de 3 etapas: a) desnaturação do DNA por aquecimento a 94o C, 
por 1 min; b) anelamento dos oligonucleotídeos e a fita de DNA molde, em temperatura de 
58o C, por 1 min; e c) síntese da nova fita de DNA pela Taq polimerase, em temperatura de 
72o C, por 1 min. O ciclo de amplificação foi finalizado sob temperatura de 72o C, por 3 
min, para extensão final. 
O produto da PCR foi submetido à eletroforese em 1,5 % de gel de agarose 
Multi Uso (BioAgency, São Paulo, Brasil) e analisado visualmente em luz ultravioleta após 
ser banhado em brometo de etídio. 
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Figura 6- Operon codificante da adesina intercelular PIA de S. epidermidis  
icaR
icaD
icaA
icaB
   1 tttgaaatct cgaatttgtt acatactagt tacaaaaatt atttttttaa aaatacattt
  61 aacagtgaat atacttggtc tttaaaacgg tttttactgt cctcaataat cccgaatttt
 121 tgtgaaaagg aggctctaaa ataccaagtc tcaagaaaaa gaagaattaa gtttataaag
 181 tcctctttat ccaaagcgat gtgcgtagga tcataatact ttatcaattc atcatgtaag
 241 gtagtattaa tttcttgaag atggtgtttg atttctgaat tcagtgcttc tggagcacta
 301 gataattgaa catataattt aatatatctc tcatcaacgt cgaatataaa tttgaataaa
 361 aactggtaaa gtccgtcaat ggaataatta tcatcatggt tcctaagcaa aaaatctata
 421 aagtaattga aacaattctc aacacttttt cgatatattt cttccttatt atcgtaatga
 481 taatatagac tagccttttt tatatttaca cttttagaaa tatcatcaag tgtagtacca
 541 tcgtacccct tttcggaaaa taaggttatt gcgttatcaa taatcttatc tttcaattct
 601 aaaatctccc ccttattcaa ttttctaaaa atatattaca gaaaaattaa gttaaaatta
 661 caaatattac tgtttcagta taacaacatt ctattgcaaa ttgaaatact ttcgattagc
 721 atatgcttta caacctaact aacgaaaggt aggtgaaaaa atgcatgtat ttaacttttt
 781 acttttctat ccaattttta tgtcaattta ctggatagta ggatcgattt actatttttt
 841 tattaaagaa aaacccttta atcgatcatt gttagtaaaa tctgaacatc aacaagttga
 901 aggcatctcc tttttattag cttgctacaa tgaaagtgaa acagttcaag acacgctttc
 961 tagtgtttta tctctagaat atcctgaaaa agaaattatc attatcaatg atggaagttc
1021 tgataatact gctgaaatca tctatgactt caagaaaaat catgatttta aatttgttga
1081 cctcgaagtc aatagaggta aagctaatgc actcaatgag ggaatcaaac aagcatctta
1141 cgaatatgtt atgtgtttag atgctgacac tgtcattgat gacgatgcgc ctttttatat
1201 gattgaagac tttaaaaaga atccaaaatt aggcgcagtt acaggtaatc cacgtattcg
1261 taataaaagt tctattttag gaaaaataca gaccattgaa tatgcaagta ttattggttg
1321 tatcaagcga agtcaatctc ttgcaggagc aatcaatact atttcaggtg ttttcacact
1381 atttaaaaaa agtgcactca aagatgtagg ttattgggat actgacatga ttactgagga
1441 tattgctgtt tcatggaaac tccatctttt tgattacgaa attaagtacg aaccacgtgc
1501 tctatgctgg atgttagtgc ctgaaactat aggtggttta tggaaacaaa gggttcgatg
1561 ggctcaaggc gggcatgaag tacttttaag agacttttgg ccaacaatta aaactaagaa
1621 attatcacta tatattttaa tgtttgaaca aatcgcatcg attacatggg tctacatcgt
1681 actatgttat ttatcttttt tagtaatcac agccaacatc ttagattaca catatttaaa
1741 atatagtttt tcaatctttt tcttttcatc ctttacgatg acctttatca atatcatcca
1801 atttacagtt gccttattta ttgacagtcg ctacgaaaag aaaaatatag ttggcctgat
1861 atttttaagt tggtatccaa cgttatactg ggttatcaat gccgcagttg tcattatggc
1921 atttcctaaa gcattaaaaa gaaagaaagg tggctatgct acatggtcaa gcccagacag
1981 aggcaatatc caacggtaac ctcttattta aatatagtta gggagagctt atttattact
2041 atatccggag tattttggat gtattgtatc gttgtgatga ttgtttatat aggaactctt
2101 atcaattctc aaatggaaag tgttataaca atacgtattg cattaaatgt tgaaaacacg
2161 gaaatttaca aattattcgg atggatgagt ttgtttgtac ttattatatt tatctttttt
2221 acatttagtc tcgcgtttca aaaatataag aaaggtcgtg acatatgaaa cctttcaaat
2281 taatctttat tagcgcattg atgatattaa taatgacgaa tgcaacacca atatcacacc
2341 tgaatgctca agctaatgaa gaaaacaaga agttaaagta cgaaaaaaat agcgcactcg
2401 cgttaaacta tcacagagta agaaaaaagg atcctttgaa tgactttata tcattactat
2461 ctgggagtaa ggaaattaaa aattatagtg tcactgatca agaatttaaa tcacaaattc
2521 aatggcttaa agcacacgac gcaaagtttt taactttgaa agaatttatt aaatataaag
2581 aaaaaggtaa atttcctaaa agaagtgttt ggattaactt tgatgatatg gatcaaacga
2641 tttatgacaa tgcctttcct gttttgaaaa aatatcatat tccagcaaca ggttttctta
2701 ttacgaacca cattggttct accaattttc ataatttaaa tttactttca aaaaagcaat
2761 tagatgaaat gtatgaaaca ggcttatggg actttgaatc tcatactcat gatttacacg
2821 ctcttaagaa aggcaataaa tcgaagtttt tagattcgtc tcaatctgtt gctagtaaag
2881 atattaaaaa aagcgaacac tatttaaata aaaactaccc aaaaaatgaa cgcgcacttg
2941 cttacccata cggattaatt aatgacgaca aaataaaagc tatgaaaaaa aatggaattc
3001 aatatgggtt tacacttcag gaaaaagctg tcacaccaga tgccgataac tatagaattc
3061 cacgtatttt agtaagtaat gatgcatttg aaacgctaat aaaggaatgg gacggattcg
3121 atgaagaaaa ataaacttga attagtgtat ttacgtgcgt ttatttgtgt cataatcatc
3181 gtgacacact tactaacgca aatcacttta gaaaatgaac agatgtctga tagttcactc
3241 atattgcaat attatatacg caatattttt attttcggca cccctagttt tataatattg
3301 tctcaattat taacaacatt aaattacgaa tcagtaacta taaattatct tttttcaaga
3361 tttaagtata tttttattcc atatctttta atcggcttgt tctatagtta tagtgaatca
3421 cttatcaccg cttcttcttt taaaaagcag tttatcgaaa atgttgtttt aggacaatgg
3481 tatggctatt tcattatcat aattatgcag ttctttgttc tatcttatat catttacaaa
3541 attaatttta gattgttcaa tagtaaaatt ttgctgcttt tagcatttat agtccaacaa
3601 tcttatctac attatttttt gaataatgac acttttcatc aattcatgac tcattattat
3661 ccattaagcg aaaatacaat gatattagga tggatattct actttttctt aggtggttac
3721 attggctata attatgaaaa aatattatct ttcttagaaa aatatttaat tatagttatt
3781 atgttaactt taggcgcata tgttttattt atcgctgttt ccggtagtga ttattggaat
3841 gtcacaagct ttacttatac gttaacatta tataatagtg tcatgttctt cttattacta
3901 ggagtctgta tgcactttaa aactatgtta ttaaatacta ttaaagctat tagtgcattt
3961 tcctttttca tttatttgtt gcacccaatt atcttagatt ctctttttgc ttacaccaac
4021 atatttgaag ataatacaat tgttttcttg gcgatttcac ttttaatgat tctaggaatt
4081 tgtataggcg tcggaatgat gttaagagag ttttatatat tcagatttgt aattggaaaa
4141 caaccgtaca agttacaatt tgaccaatac cagcctaact ggaattaata aaaaaagtcc
4201 cttattcaag ctatggctta tgtatgtgct tgaataaggg attttatctt actatagttt
4261 cacattatga aaataaattt tttaatattc tgtataaaga gcctaataat tgaaagaaat
4321 cacctgtcat gtatctcact cctatctata taagattacg ttaggtttat accctatatc
4381 attttattta tttgttgatg ttaattgttc actttgtact aaatcatcag caagaccatg
4441 ccaaaactgt tgcaattcat ctctagtacg ttttgtatct gtactgtctt gtcctacaaa
icaC
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Regiões nucleotídicas correspondentes aos respectivos: região reguladora icaR e genes 
icaA, D, B, C; Seqüência demarcada em amarelo: região molde para desenho dos 
oligonucleotídeos icaA foward e icaA reverse. Fonte: www.ncbi.nlm.nih.gov, número de 
acesso: U43366. 
 
Tabela 1- Seqüência de oligonucleotídeos utilizados na amplificação de fragmentos de 
icaA e 16S de S. epidermidis 
Oligonucleotídeos Seqüência (5’             3’) Localização do fragmento 
amplificado no gene * 
icaA Forward  CTC AAG GCG GGC ATG AAG 1563-1580 
icaA Reverse CCT CTG TCT GGG CTT GAC 1983-1961 
16S Forward ** GGA GGA AGG TGG GGA TGA 60-77 
16S Reverse ** GGT GTG ACG GGC GGT GTG 298-281 
* Expresso como número de nucleotídeos. Os nucleotídeos são numerados seqüencialmente dentro de cada 
gene. 
** Oligonucleotídeos descritos por MARTINEAU et al (1996). 
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 4.1-Estudo microbiológico 
4.1.1 Cepas estudadas 
O presente estudo avaliou 247 cepas de S. epidermidis provenientes de isolados 
clínicos e de microbiota, obtidas de 12 pacientes em 18 episódios de cultura positiva para 
ponta de CVC não tunelizado (mono ou duplo lúmen) e/ou hemocultura, definidos ou não 
como infecção pela CCIH do HC da UNICAMP. Todos os CVCs envolvidos neste estudo 
eram compostos de silicone. 
Dos pacientes analisados no estudo, um paciente apresentou 4 episódios, três 
pacientes apresentaram dois episódios e 8 pacientes apresentaram único episódio, no 
período do estudo. Em um dos 4 episódios apresentados por um dos pacientes, não foram 
coletadas amostras de microbiota do paciente, referentes ao episódio, sendo analisados 
apenas os dados clínicos do paciente referente ao período. Portanto, a avaliação das cepas 
provenientes de microbiota foi realizada em 17 episódios. 
As médias de cepas clínicas e provenientes da microbiota, estudadas para cada 
paciente, foi de 4,5 (variação 3 a 6 cepas) e 16,08 (variação de 8 a 31 cepas) e medianas de 
4,5 e 14,5, respectivamente. Enquanto as médias do número de cepas clínicas e 
provenientes da microbiota, para cada episódio, foi de 3,12 (variação de 1 a 6 cepas) e 
11,41 (variação de 3 a 23 cepas) e mediana de 3 e 13, respectivamente. 
 
4.2-Características dos pacientes incluídos no estudo 
Quanto a casuística dos pacientes avaliados, a faixa etária variou de 19 à 65 
anos, sendo que 55 % deles compreenderam a faixa etária de 29 a 49. Dez dos doze 
pacientes eram do sexo masculino. 
As doenças foram agrupadas em 11 segmentos compreendendo: desnutrição 
(1); doenças do aparelho digestivo (3); doenças auto-imunes (1); doenças cardiovasculares 
(1); doenças hematológicas não-oncológicas (2); doenças hemato-oncológicas (5); doenças 
neurológicas (1); doenças renais (1); doenças respiratórias (1); infecção (3); e trauma (1).  
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Alguns pacientes foram acometidos por mais de um grupo de doença de base 
(Gráfico 1). 
 
 
Gráfico 1- Principais doenças relacionadas aos pacientes incluídos neste estudo 
 
O tempo entre a admissão hospitalar e o primeiro episódio de cultura positiva 
para infecção relacionada a cateter variou de 6 a 35 dias, dos quais 8 episódios ocorreram 
entre 6 e 16 dias (Gráfico 2). 
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Gráfico 2- Período, em dias, entre a admissão hospitalar e a ocorrência do primeiro 
isolamento clínico de S. epidermidis em cultura de ponta de CVC e/ou 
hemocultura. 
 
Quanto ao período de permanência do CVC (o tempo entre a implantação até 
sua retirada) variou de 6 a 24 dias, com média de 12,5 e mediana de 11 (desvio padrão: 5) 
(Gráfico 3). O local da implantação ocorreu predominantemente em veia jugular 83,3% 
(15/18) e os demais (3/18) em veia subclávia.. Os motivos da retirada do cateter foram: 
 a) Sinais e sintomas sistêmicos, como febre persistente, em 5 episódios; b) Sinais e 
sintomas locais, como dor e inflamação local, em 6 episódios e c) Fim de uso em 7 
episódios. 
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Gráfico 3- Distribuição do período de permanência dos cateteres venosos centrais não 
tunelizados. 
 
4.3-Análise do perfil genotípico de cepas de S. epidermidis isoladas de amostras 
clínicas e de microbiota 
Foram encontrados 26 perfis genotípicos de S. epidermidis, denominados de  
A a W (Gráfico 4), diferenciados entre si por coeficiente de similaridade abaixo de 0,9 ou 
90 %, e 4 perfis estritamente relacionados a outros perfis, cujos quais apresentaram 
coeficiente de similaridade igual ou superior a 0,9, porém diferente de 1,0 ou 100 %. 
A análise dos perfis genotípicos mostrou que dos 17 episódios estudados, o 
clone isolado na cultura de ponta de CVC foi encontrado simultaneamente presente na 
microbiota do paciente em 10 (59 %) episódios (Tabela 2). Destes, 60 % (6/10) ocorreram 
quando o tempo de duração do cateter foi menor que 15 dias, enquanto que em 4 episódios, 
com períodos de implantação do cateter igual ou superior a 15 dias, houve totalidade (4/4) 
na simultânea presença de um mesmo clone em cepas clínicas e de microbiota.  
Para 7 episódios em que a cepa clínica não correspondeu às encontradas na microbiota, 
exemplo demonstrado na Figura 7, 71% (5/7) foram correspondentes a episódios com 
tempo de implantação do cateter menor que 15 dias. 
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Gráfico 4-Dendrograma representando o grupamento de perfis de 247 cepas de  
S. epidermidis provenientes de cepas clínicas e de microbiota dos pacientes 
deste estudo. O DNA genômico foi clivado com enzima de restrição SmaI e a 
percentagem de similaridade está baseada no padrão de grupamento UPGMA, 
sob coeficiente de Dice gerado pelo programa BioGene. 
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Figura 7- Perfis genotípicos de cepas de S. epidermidis provenientes do Paciente 7, 
isoladas de hemocultura e microbiota. Coluna 1: Padrão molecular  
lambda ladder; Colunas 2 a 4: Cepas isoladas de hemocultura: Perfil Y; 
Colunas 5 a 15: Cepas isoladas em microbiota; Colunas 5 a 12: Perfil U; 
Colunas 13 e 14: Perfil H; Colunas 15: Perfil A. 
 
Os perfis genotípicos A (77 cepas), D (11 cepas), Q (9 cepas), P (16 cepas),  
U (11 cepas), V (8 cepas) predominaram na diversidade encontrada na microbiota dos 
pacientes. Estes perfis somados corresponderam a 68 % (132/193) das cepas isoladas da 
microbiota (Tabela 2). O perfil genotípico A foi prevalente entre os perfis predominantes: 
D, Q, U e V (P-Valor = 0,00373, análise de variância) (Gráfico 5). Este perfil foi 
encontrado em 40 % (77/193) das cepas de microbiota e em 9 % (5/54) das cepas clínicas. 
Em 10 episódios (8 pacientes) o perfil A foi encontrado compondo a microbiota dos 
pacientes, e em 5 episódios era este o perfil predominante na diversidade de cepas de  
S. epidermidis provenientes de microbiota. 
1    2     3      4      5      6     7      8      9     10     11     12    13    14   15
533,5 pb - 
485,0 pb - 
436,5 pb - 
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Os perfis genotípicos A, D, G1, I2, K, P, R2, V, Y foram encontrados 
compondo a microbiota de diferentes pacientes, enquanto os perfis genotípicos A, I1, O2, 
P, Q, e V foram isolados em cepas clínicas e em cepas de microbiota correspondentes aos 
respectivos episódios (Tabela 2). Os demais resultados referentes aos perfis genotípicos 
estão ilustrados na Tabela 2. 
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Tabela 2-Total de perfis genotípicos encontrados em amostras clínicas e de microbiota em 
cada paciente por episódio. 
Pacientes Episódios Quantidade 
total de cepas 
clínicas 
Amostras 
clínicas 
analisadas 
Genótipos 
de cepas 
clínicas 
Quantidade 
total de cepas de 
microbiota 
Genótipo de cepas de 
microbiota 
1 1 1 Hemocultura S 4 B (1); O1 (2); X (1) 
 2 2 CVC A 18 A (16); O1 (2) 
 3 3 CVC A 9 A (8); Y (1) 
 4 1 CVC A 0 - 
2 2 1/1 CVC/ 
hemocultura 
Q/Q 5 Q (3); Y (2) 
 2 1/2 CVC/ 
hemocultura 
Y/Y 12 A (1); F (1); R2 (1); Q (6);  
Y (3) 
3 1 1 CVC P 3 A (2);  K (1) 
 2 3 CVC P 19 A (14);  P (3);  Y (1) 
4 1 1/1 CVC/ 
hemocultura 
O2/C 4 L (2); O2 (2) 
 2 1 CVC C 4 C (2); N (1); O2 (1) 
5 1 5 CVC O1 13 A (6); M (3); V (4) 
6 1 3 Hemocultura E 12 D (8); F (2); I2 (2) 
7 1 3 Hemocultura Y 13 A (1);  H (2); U (11) 
8 1 4 CVC Y 23 A (22); D (1) 
9 1 5 CVC E 15 J (2); K (2); P (1);  R1 (2);  
R2 (1); T (3); W (2); Z (2) 
10 1 5 CVC I2 14 A (5); G2 (1); I1 (4); I2 (4) 
11 1 6 CVC V 15 E (1); G1 (1); P (8); V (4);  
Y (1) 
12 1 4 CVC E (1); P (2); 
 Y (1) 
10 A (3); G1 (2); P (4); S (1) 
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Obs: Para a ANOVA foram utilizados os perfis com maiores médias. 
 
Gráfico 5- Análise estatística da prevalência de perfis genotípicos predominantes de S. 
epidermidis. 
Variável P-Valor 
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4.3.1-Diversidade de perfis genotípicos de cepas de S. epidermidis encontrados na 
microbiota dos pacientes  
Foram relacionados: o tempo, em dias, de hospitalização e a percentagem de 
perfis genotípicos encontrados em cada paciente no período do 1o episódio para cada 
paciente (Gráfico 6).  
Todos os pacientes apresentaram, pelo menos, dois perfis genotípico nas cepas 
da microbiota no primeiro episódio. Os pacientes 2, 3, 4, 7, 8 e 11 apresentaram um perfil 
de microbiota para S. epidermidis oligoclonal definido como a predominância de um perfil 
genotípico compondo mais de 50 % das cepas estudadas no episódio. Os demais pacientes 
apresentavam a microbiota composta de cepas de S. epidermidis de diversidade policlonal 
(igual ou superior a 3 perfis genotípicos e ausência de perfil predominante). O Gráfico 6 
representa a diversidade genotípica de cepas de S. epidermidis, no período do primeiro 
episódio, independente dos perfis genotípicos relacionados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 6- Relação percentual da diversidade de perfis genotípicos de S. epidermidis 
encontrada na microbiota dos pacientes, no respectivo dia de internação que 
houve o primeiro episódio de isolamento clínico de S. epidermidis.  
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Referindo-se apenas aos dados obtidos no primeiro episódio estudado de cada 
paciente, observou-se que não houve diferenças entre perfis genotípicos policlonais versus 
oligoclonais de acordo com o tempo de internação hospitalar dos pacientes, menor ou igual 
e menor que 15 dias, sendo encontrado 4 e 3 episódios dos 6 episódios de cada um dos 
grupos de perfis oligoclonal e policlonal, em período igual ou inferior a 15 dias de 
hospitalização. Porém 2 pacientes (Pacientes 2 e 8), que apresentaram perfis oligoclonais 
em tempo inferior a 15 dias, possuíam histórico de internações prévias em outras unidades 
hospitalares, por estarem em tratamento de doenças hemato-oncológicas. Portanto, para 
estes pacientes o envolvimento hospitalar excede ao período de estudo, representando um 
viés na análise dos resultados referentes a estes pacientes. Para os 5 episódios referentes a 
subseqüentes 2o e 3o episódios, apresentados por 4 pacientes, sempre superiores a 15 dias 
de internação, o perfil de microbiota apresentado demonstrou um perfil predominante. 
Comparando o tempo de implantação do CVC com a coincidência ou não de 
perfis genotípicos de cepas clínicas e de microbiota, no período de cada episódio, observou-
se que em episódios em que o CVC permaneceu implantado por tempo maior ou igual a 10 
dias, em 70 % (7/10) destes episódios o mesmo clone fora encontrado em cepas clínicas e 
de microbiota; enquanto que para episódios em que o período de permanência do CVC foi 
< 10 dias, em 43 % (3/7) o mesmo clone da cepa clínica foi encontrado na microbiota do 
paciente, não havendo diferenças significativas entre os grupos (P-Valor = 0,3499, teste 
exato de Fisher). 
 
4.3.2-Dinâmica de colonização de cepas hospitalares de S. epidermidis e subseqüentes 
infecções relacionadas a cateter 
Um dos pacientes estudados (Paciente 1) foi acometido por 4 episódios de 
isolamento de S. epidermidis em cultura de ponta de CVC e/ou hemocultura. O primeiro 
episódio ocorreu com dezesseis dias de internação hospitalar. Os demais episódios 
ocorreram nos dias 37, 54 e 66, sucessivamente. Ao acompanhar o paciente durante a 
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ocorrência dos episódios, foi possível verificar a mudança de microbiota por S. epidermidis, 
durante sua hospitalização (Figura 8). 
  
 
Figura 8- Perfis genotípicos de cepas de S. epidermidis provenientes do Paciente 1 em 
isolados clínicos e microbiota. Coluna 1 e 15: Padrão molecular lambda ladder; 
Colunas 2, 7, 11 e 14: Cepas clínicas referentes ao respectivo episódio indicado 
pelas setas (o número inserido nas setas indicam o dia de internação em que o 
episódio ocorreu); Colunas 3 a 6, 8 a 10, 12 e 13: Cepas isoladas em microbiota; 
Coluna 2: Perfil S; Coluna 3: Perfil B; Coluna 4 e 6: Perfil O1; Coluna 5: 
Perfil X; Colunas 7 a 14: Perfil A. 
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4.4-Análise da presença do gene icaA em cepas clínicas e de microbiota 
A percentagem da presença do gene icaA foi significativamente maior nas 
cepas clínicas (49/54 - 91 %) em relação a presença do gene nas cepas provenientes de 
microbiota (138/193 - 71 %) (P-Valor = 0,0068; teste de Wilcoxon). 
Analisando a relação entre a presença do gene icaA nas cepas de microbiota e 
os perfis genotípicos predominantes, encontrados na microbiota dos pacientes  
(A, D, Q, P, U e V), não houve diferença entre os grupos. O grupo de cepas com perfis 
predominantes e o grupo das demais cepas apresentaram o gene icaA em 71 % (96/135) e 
72 % (42/58), respectivamente.  
A figura 9 demonstra a análise da presença do gene icaA, nas cepas de  
S. epidermidis através da amplificação ou não do fragmento correspondente.  
 
 
Figura 9- Detecção da presença do gene icaA através da amplificação por PCR do 
fragmento referente.  
 
A coluna 7 representa ausência de amplificação para icaA, pois apenas é 
observado o fragmento de 238 pb, referente a amplificação da região 16S 
 
- icaA - 420 pb 
- 16 S  - 238 pb 
1      2      3      4      5      6       7      8      9     10
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4.5-Análise da expressão de biofilme em cepas clínicas e provenientes de microbiota 
Analisando a relação entre a presença do gene icaA nas cepas clínicas e de 
microbiota e a expressão de biofilme, 55 % (27/49) e 66 % (91/138) das cepas clínicas e de 
microbiota, respectivamente, expressaram biofilme (P-Valor = 0,7002; teste de Wilcoxon). 
Quando o mesmo clone genotípico foi encontrado em cepas clínicas e de 
microbiota no mesmo episódio foi  significativamente associado à presença de cepas 
produtoras de biofilme (P-Valor = 0.019). Estes dados foram realizados em análise uni-
variada para 1o, 2o e 3o episódios. 
 
4.6-Análise do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de  
S. epidermidis 
Pelo teste de susceptibilidade a antimicrobianos através do método de difusão 
em disco, todas as cepas estudadas foram resistentes a penicilina G, e sensíveis aos 
glicopeptídeos  teicoplanina e vancomicina.  
As cepas foram agrupadas em 7 perfis de resistência a antimicrobianos.  
Apenas 2 perfis (B e S), encontrados na microbiota de um paciente (Paciente 1), 16 dias 
após sua internação, sem histórico de internações hospitalares prévias, demonstraram perfil  
multi-sensível aos antimicrobianos, excetuando a resistência a penicilina G. Este dado 
sugere que o paciente permaneceu com sua microbiota comunitária. 
Como demonstrado na Tabela 3, a relação entre os perfis genotípicos e de 
susceptibilidade a antimicrobianos não mostrou haver padrões fixos entre ambos.  
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Tabela 3-Relação dos perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos e os perfis genotípicos 
encontrados nas cepas de S. epidermidis estudadas. 
 
Perfis Antimicrobianos Perfis 
susceptibilidade PEN OXA AMI GEN CIP RIF TET CLO TEI VAN genotípicos 
I R R V V R V V V S S A; O2; J 
II R R V R R V V S S S C; F; G; L; N 
III R R S S S S R S S S M; W 
IV R R R R R V V V S S D; H; R1; R2; T; U; Y 
V R R V R V V V R S S P; Q 
VI R V V V V V V V S S E; I1; I2; K; O1; V 
VII R S S S S S S S S S B; S 
S: sensível; R: resistente; V: variável (R or S); PEN: penicilina G; OXA: oxacilina; AMK: amicacina; GEN: 
gentamicina; CIP: ciprofloxacina; RIF: rifampicina; TET: tetraciclina, CLO: cloranfenicol, TEI: teicoplanina; 
VAN: vancomicina 
 
4.7-Análise de procedimentos hospitalares intervencionais e a relação com a 
microbiota por S. epidermidis genotipicamente oligoclonal 
A análise dos procedimentos médico-hospitalares, cujos quais os pacientes 
foram submetidos, previamente ao período de cada episódio, demonstrou que o uso prévio 
de quinolonas contribuiu significativamente para a formação do perfil oligoclonal de 
microbiota (P-Valor = 0,034: Teste exato de Fisher). Os demais parâmetros analisados não 
apresentaram implicações significativas no perfil da microbiota (Tabela 4). 
Tabela 4- Análise de fatores hospitalares intervencionais e a relação da formação de microbiota por S. epidermidis genotipicamente 
oligoclonal.  
A 
MICROBIOTA PROCEDIMENTOS PRÉVIOS 
 Cirurgia Corticóide Hemo 
derivado 
Hemo 
diálise 
Antimicrobiano Quimio 
terapia 
Radio 
terapia 
Sonda 
Vesical 
Ventilação 
Mecânica 
Nutrição 
Parenteral 
 Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não 
POLICLONAL 2 9 5 6 5 6 2 9 11 0 4 7 0 11 4 7 2 9 2 9 
OLIGOCLONAL  4 2 3 3 3 3 0 6 5 1 0 6 1 5 3 3 3 3 3 3 
Teste exato de 
Fisher 
 
0,109 
 
1,00 
 
1,00 
 
0,515 
 
0,353 
 
0,237 
 
0,353 
 
0,644 
 
0,280 
 
0,280 
 
B 
MICROBIOTA CLASSES DE ANTIMICROBIANOS PRÉVIOS 
 Aminoglicosídeo Antifúngico Carbapenem Cefalosporina de 1a 
geração 
Cefalosporina de 3a 
geração 
Cefalosporina de 4a 
geração 
Glicopeptídeo Quinolona
 Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não Sim Não
POLICLONAL  11 0 5 6 10 1 1 10 9 2 6 5 9 2 2 9 
OLIGOCLONAL 3 3 5 1 5 1 0 6 5 1 3 3 3 3 5 1 
Teste exato de 
Fisher 
 
0,029 
 
0,304 
 
1,00 
 
1,00 
 
1,00 
 
1,00 
 
0,280 
 
0,034 
A Procedimentos previamente sofridos pelos pacientes a cada episódio; B Estratificação das classes de antimicrobianos previamente ministrados aos pacientes, 
em cada episódio 
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4.8-Análise da expressão de biofilme relacionada a sinais e sintomas clínicos 
Em 10 episódios onde o paciente apresentou sinais e sintomas clínicos, locais 
ou sistêmicos, a produção de biofilme ocorreu em 8 episódios, ou 80 %. Para os 7 
episódios, em que o motivo da retirada foi o fim do tratamento, 5 deles demonstraram a 
expressão de biofilme, não havendo diferença significativa entre os grupos (P-Valor = 
0,321, teste não paramétrico de Mann-Whitney).  
 
4.9- Análise global das cepas de S. epidermidis 
Dentre as cepas analisadas, 237 apresentaram resistência a oxacilina, destas 185 
foram isoladas de microbiota. Das cepas resistentes a oxacilina, em 76 % (180/237) foi 
demonstrada a presença do gene icaA, em 132 cepas de microbiota e 48 cepas clínicas. 
Dentre as cepas que apresentaram este gene, 64 % (115/180) demonstraram produção de 
biofilme através do teste de CRA. Para as cepas oxacilina sensíveis estudadas, 60 % 
apresentaram o gene icaA, e destes 50,0 % (3/6) expressaram o fenótipo positivo no teste 
de CRA (Tabela 5). 
Quanto as cepas clínicas, em 16 dos 18 episódios foi detectada a presença do 
gene icaA em pelo menos uma das cepas clínicas, e destes, em 12 episódios foi detectada a 
expressão do biofilme in vitro. 
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Tabela 5- Relação global de cepas clínicas e provenientes de microbiota de S. epidermidis 
quanto a susceptibilidade a oxacilina, presença do gene icaA e produção de 
biofilme. 
Oxacilina 
Resistente Sensível 
237 10 
Microbiota Infecção Microbiota Infecção 
185 52 8 2 
Presença do gene icaA 
132 (71 %) 48 (92 %) 5 (63 %) 1 (50 %) 
Produção de biofilme através de vermelho congo ágar 
88 (67 %) 27 (56 %) 3 (60 %) 0 
 
4.10- Expressão de biofilme em cepas clínicas não classificadas pela CCIH como 
responsáveis por infecção 
A avaliação prévia dos episódios pela CCIH classificou 6 destes episódios 
como não infecção ou infecção não relacionada a cateter. Em 5 episódios a produção de 
biofilme foi detectada nos isolados de S. epidermidis relacionados. Três destes cinco 
episódios onde S epidermidis fora encontrado, houve uma concomitante ou pós-infecção 
sistêmica por bacilos Gram negativo (BGN). 
 
4.11- Concomitante ou pós-infecção por BGN 
Oito dos doze pacientes estudados apresentaram concomitante ou pós-infecção 
por BGN durante o período de hospitalização; 7 pacientes apresentaram infecção sistêmica 
por estes agentes: dois pacientes apresentaram infecção sistêmica causada por 
Acinetobacter baumanii; quatro outros pacientes desenvolveram a mesma infecção por 
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Klebsiella pneumoniae; Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens; Enterobacter 
cloacae e Citrobacter freundii. Para este último agente além da infecção sistêmica o agente 
foi considerado co-agente da infecção de CVC. Um oitavo paciente apresentou secreção 
nefro-peritoneal por P aeruginosa no período da infecção por S. epidermidis. Nestes casos 
a infecção prévia de CVC por S. epidemidis que apresentavam o gene icaA foi de 100 %, 
embora em 2 destes 8 pacientes a expressão do biofilme não foi demonstrada. A evolução 
incorreu para óbito em 2 pacientes infectados, concomitante ou posteriormente por BGN.  
 
4.12- Evolução dos pacientes 
Referente a internação relacionada aos episódios estudados, 3 dos 12 pacientes 
evoluíram a óbito, todos relacionados a septicemia. Como descrito no item anterior, 2 
pacientes apresentaram co-infecção de S. epidermidis e BGN, e o quadro séptico referente 
ao terceiro paciente não foi esclarecido. 
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5.1 Alteração da microbiota no curso da hospitalização 
Indivíduos sadios, sem histórico de passagem hospitalar são colonizados por 
cepas de S. epidermidis com espectro de sensibilidade diversificado frente à penicilina, 
aminoglicosídeos, tetraciclina e quinolonas e que coletivamente apresentam um perfil 
policlonal. Supõe-se que a mudança deste perfil de microbiota policlonal, variavelmente 
sensível e localmente persistente para um perfil oligoclonal, mais resistente e tipicamente 
de colonização hospitalar preceda as infecções manifestas nos pacientes hospitalares 
(RATH et al, 2001). Cepas responsáveis por IS-RCs são resistentes a diferentes classes 
antimicrobianas e fazem parte de um grupo restrito de genótipos (VERMONT et al, 1998; 
FREBOURG et al, 1999). Em análise global deste estudo, observa-se que, de acordo com 
as expectativas, durante o curso de hospitalização houve mudanças na microbiota dos 
pacientes quanto à diversidade de genótipos de S. epidermidis, tendendo a composição da 
microbiota ser oligoclonal, composta de cepas melhor adaptadas a seleção competitiva, 
imposta no ambiente hospitalar. 
 
5.2- Análise de procedimentos hospitalares intervencionais e a relação com a 
microbiota 
Em análise dos procedimentos médico-hospitalares prévios de cada episódio, 
constatou-se que o uso da quinolona ciprofloxacina contribuiu significativamente para o 
perfil oligoclonal de microbiota. A resistência frente a quinolona apresentou-se em maior 
proporção nas cepas colonizadoras, porém a característica oligoclonal do perfil das cepas 
colonizadoras após o uso de ciprofloxacina leva-nos a inferir que a resistência das cepas 
colonizadoras não foi devido à aquisição de mecanismos de resistência a esta classe 
antimicrobiana, mas à seleção da microbiota, imposta pela antibioticoterapia.  
Esta conclusão está de acordo com os dados apresentados por FERREIRA et al (2004), em 
trabalho desenvolvido com cepas de Acinetobacter spp e Pseudomonas aeruginosa pós 
antibioticoterapia por ciprofloxacina, que quando foram comparados os perfis genotípicos 
de cepas sensíveis e resistentes, frente a este antimicrobiano, das espécies estudadas, foi 
observado que os perfis genotípicos eram distintos entre os grupos. De acordo com ROTH 
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e JAMES (1988), em geral, a contínua pressão seletiva da terapia antimicrobiana é o fator 
externo que mais rapidamente favorece a alteração da microbiota, pois suprime a 
microbiota residente e favorece a colonização de microrganismos mais resistentes. 
No caso particular da resistência a ciprofloxacina, há relatos na literatura que 
apontam para a rápida aquisição de resistência de estafilococos coagulase negativa (ECN), 
em pacientes sob terapia profilática, principalmente contra infecções por BGN MULDER 
et al (1997). Em trabalho apresentado por HØIBY et al (1997), foi demonstrado que cepas 
de S. epidermidis isoladas de axila desenvolveram resistência a ciprofloxacina e drogas 
correlatas, em média, 3 dias após o curso terapêutico, enquanto que para mucosa nasal a 
mesma resistência ocorreu, em média 11 dias. De acordo com os autores, a resistência a 
esta classe de antimicrobianos é devido à alta excreção da droga pelas glândulas 
sudoríparas (HØIBY et al, 1997). Portanto aliando-se a característica de colonização 
epidérmica de S. epidermidis com a particularidade de excreção epitelial da droga, torna-se 
compreensível a forte pressão seletiva que culmina na alteração do perfil de microbiota. 
 
5.3- Ciprofloxacina e aumento da adesão bacteriana em biomateriais 
Embora classicamente não se relacione resistência antimicrobiana à virulência, 
estudos mais recentes com S. aureus demonstraram que doses abaixo da concentração 
inibitória mínina (sub-CIM) de fluoroquinolonas aumentam a expressão das proteínas 
ligadoras de fibronectina (PLF) (BISOGNANO et al, 1997).  
As PLFs são importantes na adesão primária de células estafilocócicas a 
biomateriais. Imediatamente após a inserção intravascular de cateteres, estes são revestidos 
com proteínas séricas como fibrina, fibrinogênio e fibronectina, num processo de 
“humanização” do biomaterial inserido (VAUDAUX et al., 1989, HEILMANN et al., 
1997). Na dinâmica da colonização bacteriana aos materiais prostéticos, as PLFs permitem 
aos estafilococos interagirem especificamente com as proteínas plasmáticas aderidas 
previamente a estes biomateriais, como CVCs, considerado este o primeiro passo na adesão 
bacteriana aos materiais prostéticos (VALDAUX et al., 1989). Recentemente foi 
demonstrada a presença das PLFs em S. epidermidis (WILLIAMS et al., 2002). 
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Dentre as cepas de microbiota estudadas, apenas 3 % (6/193) das cepas, 
referentes aos perfis genotípicos B, M e W apresentaram sensibilidade a ciprofloxacina, e 
uma cepa, representando 2 % (1/54) das cepas clínicas, perfil genotípico S, apresentou 
sensibilidade ao mesmo antimicrobiano. Apenas um episódio dentre os 18 episódios 
estudados, o paciente não havia recebido antibioticoterapia prévia. Neste episódio, a cepa 
clínica de S. epidermidis apresentou multi-sensibilidade a antimicrobianos, ausência do 
gene icaA, e não produção de biofilme. Este mesmo paciente, após antibioticoterapia com 
ciprofloxacina, apresentou dois seguintes episódios de cultura de ponta de CVC com cepas 
distintas da isolada no primeiro episódio, sendo estas cepas produtoras de biofilme e 
resistentes a oxacilina e ciprofloxacina, inclusive sendo este o perfil prevalente deste 
estudo. 
BURKE et al (1998) em considerações terapêuticas sugere que após a retirada 
do CVC suspeito de infecção, seja iniciada terapia empírica contra os microrganismos mais 
comumente relacionados a IS-RC, ou seja, ECN, S. aureus, Enterobacter, Serratia, e o 
grupo de pseudomonas não aeruginosa. Para a terapia empírica é sugerida a administração 
de vancomicina em conjunção a antimicrobianos que atuem contra BGN, sugerindo para 
este propósito cefepime, levofloxacina, aztreonam, tazobactam, meropenem, ou 
gentamicina (BURKE et al., 1998). No caso específico da quinolona levofloxacina, a 
terapêutica empírica deve ser considerada dentro da relação risco-benefício, tendo em vista 
o impacto que esta conduta pode ter sobre a microbiota de pacientes necessariamente 
submetidos a cateterizações posteriores, uma vez que atualmente, observa-se a ascensão de 
S. epidermidis na importância das infecções hospitalares. 
 
5.4- Gene icaA como marcador de cepa infecciosa 
Dados apresentados na literatura demonstraram que significativamente cepas 
infecciosas apresentam maior positividade para a detecção de genes ica em relação às cepas 
colonizantes (FREBOURG et al., 2000, GALDBART et al., 2000, ARCIOLA et al, 
2001, DE SILVA et al., 2002). Os dados deste estudo, comparando a detecção do gene 
icaA em cepas clínicas - independentes de serem classificadas ou não como agentes 
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infecciosos - e cepas colonizantes concordam com a literatura, demonstrando que, há uma 
predominância significativa (P-Valor=0,0068) deste gene nas cepas clínicas. Estes dados 
também reforçam a hipótese do gene icaA como discriminador entre infecção e 
colonização. Os trabalhos de FREBOURG et al (2000) e GALDBART et al (2000) 
sugerem que este gene poderia ser um marcador das cepas de S. epidermidis causadoras de 
infecção e colaborar na diferenciação entre cepas responsáveis por infecção ou meramente 
contaminantes.  
Por outro lado, em nosso estudo, 71 % (137/193) das cepas colonizadoras 
apresentaram o gene icaA, podendo sugerir que nossos pacientes tenham sido colonizados 
previamente por cepas hospitalares de S. epidermidis. Em recente trabalho, FLUCKIGER 
et al (2005) demonstraram em estudos in vivo de processo infeccioso com cepas de S. 
epidermidis 1457 (ica +) e seu mutante, previamente gene ica nocauteado, S. epidermidis 
1457 (ica -), foram inoculados simultaneamente, houve menor taxa de crescimento das 
cepas nocauteadas quando comparadas a estas mesmas cepas em processo infeccioso sem a 
presença competitiva das cepas de S. epidermidis ica +. Estes dados demonstram que em 
situações de crescimento competitivo, as cepas de S. epidermidis ausentes do gene ica são 
inibidas pela presença de cepas ica +, o que seria um fator a mais na alteração de microbiota 
dos pacientes hospitalizados. 
 
5.5- Variação na expressão de biofilme 
Não foram encontradas diferenças significativas entre cepas clínicas e 
provenientes de microbiota na expressão fenotípica de biofilme (P-Valor = 0,7002). Vários 
estudos demonstraram que a expressão de biofilme difere entre isolados da mesma cepa 
(CHRISTENSEN et al, 1987, 1990, DEIGHTON et al, 1992, ZIEBUHR et al, 1997, 
1999). Esta variação fenotípica da expressão de biofilme foi atribuída a um processo 
reversível de inativação do gene icaC pela inserção e excisão do transposon IS256 
(ZIEBUHR et al, 1999). A variação fenotípica é um fenômeno de regulação gênica, 
comumente encontrada em espécies bacterianas. Recentemente, dois outros mecanismos de 
alteração na expressão de biofilme foram demonstrados em isolados que não apresentavam 
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o transposon IS256: a) baixos níveis de expressão do gene icaA; b) mutações no gene icaD 
e na região terminal do gene icaA (HANDKE et al, 2004). Este fenômeno possivelmente 
facilita a dispersão natural de células não aderentes de S. epidermidis propiciando a 
colonização de outras áreas não comprometidas, resultando em bacteremia e doença 
metastática (HANDKE et al, 2004).  
Em nosso estudo, também foi analisado se a presença de biofilme em cepas 
clínicas acarretaria em exacerbação dos sinais e sintomas clínicos locais ou sistêmicos 
apresentados pelos pacientes. A comparação entre cepas clínicas produtoras de biofilme e 
presença ou ausência de sinais clínicos demonstrou que não houve diferença entre os 
grupos. Estes dados são condizentes quando se considera composição polissacarídica do 
biofilme, que como preconizado na formação de glicocálice, não é facilmente reconhecida 
pelo sistema imunológico, comprometendo a segunda linha de defesa imunológica, ou seja, 
a fagocitose, processo inflamatório e febre (TORTORA et al, 2000).  
 
5.6- Susceptibilidade a antimicrobianos 
Cepas de S. epidermidis apresentam resistência a diferentes classes de 
antimicrobianos, e a mesma cepa pode apresentar variação frente a algumas classes de 
antimicrobianos. Nossos resultados demonstraram que o mesmo perfil genotípico 
apresentou variação de susceptibilidade frente aos aminoglicosídeos, cloranfenicol e 
tetraciclina. 
Em trabalho apresentado por ADAM et al (2002) foi demonstrado que cepas de 
S. epidermidis constituindo organizações em biofilme, são mais resistentes a 
antimicrobianos quando comparadas com as mesmas cepas em formação plantônica, e que 
esta resistência pode ser aumentada pela presença de outros microrganismos, inclusive 
agentes fúngicos. Porém o mecanismo de resistência de cepas organizadas em biofilme não 
está associado aos mecanismos de resistência usualmente descritos para células plantônicas 
como: mutações alvo, baixa permeabilidade celular, efflux pump, superexpressão ou 
modificação de proteínas sítio alvo (STEWART et al., 2002). Em recentes pesquisas foi 
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demonstrado que mecanismos de repressão e superexpressão de genes essenciais à 
fisiologia celular estão diretamente relacionados à resistência em biofilme  
(YAO et al., 2005). Como a expressão de biofilme é uma condição variável, a 
susceptibilidade a antimicrobianos agregada a este mecanismo também se faz instável. 
 
5.7- Microbiota e patogênese das IS-RC 
A patogênese das IS-RC é multifatorial e complexa. É preconizado que, em 
infecções de cateteres de curta duração (< 10 dias), a fonte de infecção são os 
microrganismos presentes no sítio de inserção do cateter, enquanto os cateteres de longa 
duração (> 10 dias) tem como fonte de infecção microrganismos presentes nas mãos da 
equipe clínica, e que contaminam a conexão do cateter quando este é manipulado  
(MAKI et al, 1988, SITGES-SERRA et al, 1997, DAROUICHE et al, 1999).  
Utilizando a microscopia eletrônica RAAD et al (1993) demonstraram que a contaminação 
da conexão do cateter na manipulação era o mecanismo mais comum em infecção de 
cateter de longa duração. Enquanto para cateteres de curta duração, < 10 dias, a colonização 
por microrganismos da microbiota era a via mais comum. Esta conclusão foi feita a partir 
da observação de acúmulo de material polissacarídico, hoje denominado biofilme, 
depositado na superfície externa do cateter, em episódios em que o tempo de implantação 
do cateter foi, em sua maioria, menos de 10 dias, diferente do que foi observado na maioria 
dos cateteres implantados em períodos acima de 10 dias, onde a formação de biofilme foi 
observada intraluminalmente no cateter, indicando que as células bacterianas não eram 
provenientes da microbiota. 
Extrapolando esta conclusão para a análise por genotipagem de cepas isoladas 
em cateteres e provenientes de microbiota, seria esperado que, concordando as observações 
de microscopia eletrônica, os episódios com menor tempo de implantação de cateter 
apresentarem coincidências nos perfis genotípicos de cepas clínicas e de microbiota, 
indicando a procedência das cepas presentes no cateter. Nesta mesma seqüência conclusiva, 
em episódios com maior tempo de implantação de cateter, seria esperado não ser 
encontrado coincidência entre os perfis genotípicos de cepas clínicas e de microbiota, 
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já´que a fonte infecciosa seria exógena. De acordo com os dados do presente estudo, 
relacionando tempo de implantação do cateter e coincidência dos perfis genotípicos de 
cepas clínicas e de microbiota, não houve diferença significativa entre a coincidência ou 
não de perfis relacionando-se o tempo (P-Valor = 0,3499). 
Os nossos dados demonstraram que em 10 dos 17 episódios em que foram 
comparados os perfis genotípicos das cepas clínicas com as cepas colonizadoras houve uma 
colonização prévia do mesmo clone. Em um dos episódios, o clone isolado da cultura de 
ponta de CVC foi posteriormente encontrado nas cepas colonizadoras do paciente.  
Este achado foi possível devido a observação do seguinte episódio de infecção de CVC. 
Esta observação aponta para uma possível pré-colonização não detectada entre os isolados 
estudados a partir da microbiota. 
 
5.8- Associação entre S. epidermidis e BGN 
S. epidermidis é o mais importante patógeno entre as IS-RC, porém 
diferentemente de outros patógenos hospitalares, quadros instalados de bacteremia e 
septicemia são associados a uma taxa de 5,5 %. A freqüência de síndromes sépticas de 
decurso fatal associada a S. epidermidis eleva-se quando este agente é encontrado associado 
a outros agentes virulentos (VON EIFF et al, 2002). 
Em nossa casuística, foi observado que 8 dos 12 pacientes estudados foram 
acometidos concomitantemente ou pós-infecção por BGN, dos quais dois pacientes 
evoluíram para óbito. 
Dados apresentados por SKILLMANN et al (1999) demonstraram que as 
interações de diferentes polímeros polissacarídeos, formando o biofilme, levam ao aumento 
de resistência frente a alguns antibióticos, como uma relação simbiótica entre diferentes 
espécies.  
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Outra consideração a ser feita foi que 3 dos 6 episódios que o dado 
microbiológico do isolamento de S. epidermidis na ponta de CVC não concluiu o quadro de 
IS-RC pela CCIH, houve a ocorrência concomitante de infecção por BGN. Um dos critérios 
atuais para se definir IS-RC é o fator excludente em que no momento do episódio não deve 
haver nenhuma outra fonte de infecção aparente, exceto o cateter (O’GRADY, 2002), 
porém os dados apresentados neste estudo reforçam a constatação que além de S. 
epidermidis ser propriamente um agente potencialmente patogênico, infecções prévias por 
este agente podem ser fator de risco para infecções por BGN, desta forma o isolamento 
concomitante de S. epidermidis e outro agente potencialmente patogênico pode ser um fator 
confundidor para o diagnóstico de IS-RC. Esta observação pode ser reforçada pela 
característica de “sociedade” inter-espécie que a formação de biofilmes apresenta  
(ADAM et al, 2002), sendo um reservatório de microrganismos, ocultados do ataque 
imunológico e terapêutico. 
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Diante dos resultados apresentados no presente estudo, concluímos que: 
¾ Cepas de S. epidermidis, predominantes no ambiente hospitalar do HC da 
Unicamp, colonizaram pele e mucosa de diferentes pacientes e foram 
responsáveis por colonização/infecção de CVC; 
¾ Os pacientes hospitalizados por longos períodos apresentaram tendência 
para o perfil de colonização oligoclonal de cepas de S. epidermidis; 
¾ O uso de ciprofloxacina foi associado com a mudança de cepas de  
S. epidermidis de microbiota de perfil policlonal para perfis oligoclonais, 
produtoras de biofilme; 
¾ O gene icaA foi um marcador de distinção entre cepa infecciosa e 
contaminante de S. epidermidis, tendo em vista a predominância 
significativa; 
¾ Cepas de um mesmo perfil genotípico apresentaram variação de 
susceptibilidade frente a aminoglicosídeos, ciprofloxacina, rifampicina, 
tetraciclina e cloranfenicol; 
¾ Não foi observada diferença significativa na importância da microbiota 
como fonte de S. epidermidis em episódios em que CVCs estiveram 
implantados por curtos ou por maiores períodos. 
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ANEXO A 
 
RECOMENDAÇÕES TÉCNICAS PARA INSERÇÃO E  
MANIPULAÇÃO DE CATETERES VENOSOS  
CENTRAIS (CVC) 
 
COMISSÃO DE CONTROLE DE INFECÇÃO HOSPITALAR 
HC-UNICAMP 
 
Os CVC são os dispositivos vasculares de maior risco para o desenvolvimento 
de infecção primária da corrente sanguínea (BSI). Os procedimentos de inserção e 
manipulação destes cateteres são comprovadamente os fatores de maior risco para BSI. 
Os princípios gerais para prevenção das infecções relacionadas ao CVC são: 
1. Estabelecer critérios rígidos de indicação do acesso vascular central. 
2. Escolher o cateter de acordo com o tempo previsto de duração e finalidade 
de uso, levando-se em consideração os riscos de infecção: 
• Os cateteres centrais de inserção periférica (PICC) são de menor risco 
de infecção quando comparados cateteres inseridos em jugular ou 
subclávia. 
• Dar preferência a cateteres de um único lúmen. 
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• Considerar que a inserção do CVC na veia jugular interna aumenta os 
riscos de colonização e infecção quando comparados com a inserção 
em subclávia. 
3. Não há recomendações de substituição rotineira de CVC com fio guia, 
exceto nos casos de complicações mecânicas. 
4. CVC devem ser removidos na presença de sinais inflamatórios no local de 
inserção ou na suspeita de infecção sistêmica relacionada a cateter. 
5. Remover o CVC assim que as condições clínicas o paciente permitirem. 
6. Os cateteres e condutor de artéria pulmonar devem permanecer no máximo 
5 dias, devido ao elevado risco de infecção. 
7. Evitar inserção por procedimento de dissecção vascular devido ao risco 
aumentado de infecção quando comparado aos demais. 
8. Não é recomendado o uso de sonda nasogástrica para realização de 
flebotomias. Utilizar o cateter de PICC para esta finalidade. 
9. Normas para inserção de CVC: 
• Degermação das mãos e ante-braços do operador com solução de 
clorexidina ou PVPi degermantes por 3 minutos. 
• Degermação do local de inserção do cateter com PVPi alcoólico 
(remoção do excesso com álcool 70% se necessário). 
• Paramentação com luvas, aventais e campos estéreis. 
• Utilizar óculos, máscaras e gorro. 
• Após a anti-sepsia, palpar o local de inserção do cateter somente com 
luvas estéreis. 
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• Fixar adequadamente o cateter para evitar tração. 
10. Curativos de CVC: 
• Utilizar técnica asséptica para realização do curativo. 
• Realizar a anti-sepsia do local de inserção do cateter com solução 
aquosa de PVPi a cada troca de curativo. 
• Não tracionar o cateter. 
• Cobrir o local de inserção com gaze seca ou curativo de filme 
transparente. 
• Curativos com gaze devem ser trocados diariamente e protegidos de 
água durante o banho. 
• Curativos de filme transparente são impermeáveis à água, devem ser 
observados diariamente e a troca pode ser efetuada a cada 7 dias se não 
existir exsudato ou sinais inflamatórios locais. 
 
 
ENFa. Sônia R.P.E. Dantas
Responsável pela Vigilância de
Infecções Hospitalares da UTI-Ped
Prof. Dr. PLÍNIO TRABASSO 
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APÊNDICE A 
 
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIMENTO 
PARA PESQUISAS COM SERES HUMANOS. 
PROJETO: ANÁLISES MOLECULARES E EPIDEMIOLÓGICAS DA 
FORMAÇÃO DE BIOFILME POR Staphylococcus epidermidis. 
Nome do responsável pela condução das pesquisas: Dulcinéa Blum Menezes 
Nome completo do paciente 
  
RG. ____________Registro no hospital ________________ idade _________ 
Nome do responsável legal __________________________________ RG____________ 
Grau de parentesco _______________________________  
Endereço:_______________________________________________________ 
Cidade ___________________________ Estado ________CEP __________ 
 
O objetivo deste projeto é comparar os agentes microbianos presente em mãos, 
mucosa nasal e região cutânea axilar do paciente com os agentes causadores de infecção em 
ponta de cateter e infecção sistêmica. A justificativa para este trabalho é pesquisar uma das 
formas em que o paciente adquiriu esta infecção. 
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Procedimentos: A coleta do material para pesquisa deverá proceder, coletando-se 
amostras de cultura de mãos,mucosa nasal e região cutânea. A coleta será realizada com 
cotonetes embebidos com meio de cultura indicados para o crescimento de microrganismos, 
e passados pela superfície da pele ou mucosa a ser pesquisada e semeados em meios de 
crescimento bacteriano. 
Observações:  
• O meio de cultura utilizado para embeber o cotonete não apresenta 
características tóxicas ou alergênicas. 
• A coleta da amostra na região nasal poderá levar a um desconforto 
momentâneo, característico de coletas procedidas nesta região. 
 
Esclarecimentos 
O paciente ou responsável legal poderão receber informações quanto a qualquer 
dúvida acerca de assuntos relacionados com a pesquisa. 
• O paciente poderá deixar de participar da pesquisa a qualquer tempo, sem 
prejuízo do atendimento, cuidado ou tratamento pela equipe de especialidade 
do H.C. 
• Serão mantidos sigilo e o caráter confidencial das informações pessoais, 
sendo zelado a privacidade do paciente. 
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Telefone do Comitê de Ética em Pesquisa para reclamações do paciente:  
(19) 3788-8936. 
 
______________________________________________ 
Assinatura do responsável pela pesquisa 
 
____________________________________________ 
Assinatura do paciente ou responsável legal 
 
Nome________________________________________ 
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Abstract 
We present a case of a patient under prolonged hospitalization due to chronic 
pancreatitis, who was submitted to multiple antibiotics, invasive procedures and abdominal 
surgery. We studied the dynamic of skin/mucous colonization by S. epidermidis related to 
the development of catheter-related infections. In the course of hospitalization, the normal 
S. epidermidis skin microbiota, exhibiting a polymorphic genomic DNA profiles, was 
replaced by a hospital-acquired biofilm-producer S. epidermidis strain that subsequently 
caused repetitive catheter-related infections.  
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Introduction 
Staphylococcus epidermidis colonizes the skin and mucous membranes and 
represents the main bacterium in the normal human microbiota [1]. Over the last 20 years, 
S. epidermidis has been increasingly reported as the causative agent of hospital infections, 
mainly, associated with prosthetic devices such as the central venous catheters (CVC)[ 2]. 
The pathogenesis of CVC colonization by S. epidermidis sequentially evolves: 
adherence, persistence and later dissemination of S. epidermidis to the bloodstream [3]. 
Biofilm formation is the main virulent factor and results of the biosynthesis of 
polysaccharides intercellular adhesion (PIA), promoting cellular aggregation, biofilm 
accumulation [5, 6, 7, 8] and offering a protective shield against the immunological system 
and antibiotic therapy [9]. 
Skin and mucous membranes of healthy subjects are colonized by strains of  
S. epidermidis showing a high diversity of genomic DNA polymorphisms. Prolonged 
hospitalization and invasive procedures promote changes in the microbiota with subsequent 
colonization by hospital strains that might express virulent factor such as biofilm. 
This case report illustrated the importance of prolonged hospitalization, 
invasive procedures and the exposure to multiple antibiotics in the changes of the normal  
S. epidermidis skin/mucous microbiota, and the implication of the acquisition of a higher 
adapted hospital strain in the development of catheter-related infections.  
 Trabalho relacionado a este estudo e submetido à publicação 
146
Case Report 
Our patient was a 45 year-old male, hospitalized on October 21, 2001 due to 
chronic pancreatitis and pancreatic pseudocyst (Graphic 1). On the 4th day of 
hospitalization (D4), parenteral nutrition was introduced in peripheral vein during four 
days. On D8, an intracath was inserted in the right subclavial vein. On D16, the patient 
presented fever and nocturnal sweating and the CVC was removed. The catheter tip was 
cultured and simultaneously, two blood cultures were collected. The microbiological study 
of the catheter tip and blood cultures resulted positives for S. epidermidis susceptible to 
multiple antibiotics (Table 1). At this time, a rigorous search was conducted in the 
microbiota of the patient’s palms, axillas, site of CVC insertion and nasal mucous for the 
presence of S. epidermidis The S. epidermidis strains isolated from skin/mucous microbiota 
and from the catheter tip were genotyped using pulsed field gel electrophoresis (PFGE) 
[10] and tested for biofilm production by Congo Red agar technique [11]. The biochemical 
identification of all strains and their antibiotic susceptibility testing were performed by 
automated Vitek ® 2 system (bioMérieux Vitek, Inc, Hazelwood, Mo, USA).  
The genotyping of the microbiota strains showed S. epidermidis with polyclonal profiles 
that were susceptible to multiple antibiotics (figure 1; lanes 2 to 5). The DNA genomic 
profile of the S. epidermidis isolated from blood culture was genotipically different from 
the microbiota strains (Figure 1: lane 1). On D19, the patient had fever and ciprofloxacin 
was initiated. On D25, parenteral nutrition was initiated via an intracath inserted in the left 
jugular. On D33, the patient presented fever and inflammatory signs in the site of catheter 
implantation. The intracath was removed on D37 and replaced in the right jugular and 
parenteral nutrition continued. The catheter tip was cultured and blood cultures were 
performed. The microbiological results revealed positive blood cultures for Enterobacter 
cloacae, and the S. epidermidis was isolated in the CVC tip. Ceftazidime plus ciprofloxacin 
were introduced. At this time, a new S. epidermidis microbiota investigation was carried 
out. The genotyping showed S. epidermidis strains with oligoclonal profile and these strains 
were biofilm-producers and resistant to multiple antibiotics, including oxacillin  
(Figure 1; Lanes 7 to 9). The strain isolated from the catheter tip was genotipically and 
phenotipically identical to the microbiota strains (Figure 1; lane 6). The patient had 
persistent fever until D54 when  another blood culture was collected, CVC was removed 
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and catheter tip was cultured. Vancomycin was added to therapy and a new intracath 
inserted in the left jugular vein. Blood cultures were positive for E. cloacae and catheter tip 
was positive for a biofilm-producer and resistant strain of S. epidermidis. Another diligent 
search was performed of the patient’s microbiota. The microbiota (Figure 1; lanes 11 and 
12) and catheter tip (Figure 1; lane 10) S. epidermidis strains had identical genomic DNA 
profile that was the same found in the previous episode. On D66 the CVC was removed for 
technical reasons and the tip was cultured and resulted positive for S. epidermidis 
genotipically identical to the ones of previous episodes (D37 and D54; Figure 1; lane 13). 
On D71, the patient received ceftazidime and underwent to surgical enucleation of the 
pancreas head and jejunal pancreatic derivation. After the surgery, the patient received 
levofloxacin. On D77, the patient had septic shock and the peritoneal liquid and surgical 
incision cultures were positive for E. cloacae. Vancomycin and imipenem were introduced. 
On D79, re-suturing of the enteric-enteric anastomosis and the laparoscopic  
trans-anastomotic jejunostomy was performed. The vancomycin and imipenem antibiotic 
therapy continued for 20 days. New episodes of CVC infection were not observed up to 
D145, when the patient was discharged.  
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Discussion 
Studies conducted on the dynamics of epidermal colonization by S. epidermidis 
prior to CVC-related-infection suggested that changes of the polyclonal, multiple 
susceptible antibiotics microbiota to an oligoclonal profile precede bloodstream infections 
caused by S. epidermidis in hospitalized patients [12]. In our patient, the replacement of the 
normal skin/mucous microbiota to a hospital acquired resistant strain of S. epidermidis was 
well documented using molecular typing. 
The use of broad spectrum antibiotics is the most important factor to promote 
selective pressure on the normal microbiota. In our report, the patient was under prolonged 
and multiple antibiotic therapy during the hospitalization period. Some antibiotics are 
excreted by the soporiferous glands, such as ciprofloxacin, and may alter the skin 
microbiota, including S. epidermidis strains [13]. 
S. epidermidis strains isolated from the 16th day of hospitalization were 
susceptible to the tested antibiotic (Table1), did not produce biofilm and had polymorphic 
genotype profiles. At that time, the patient had not received any antibiotic. However, the 
strains collected on day 37 of hospitalization were genotipically identical, being biofilm 
producers and exhibiting a multiresistant profile to antibiotic, except to vancomycin.  
Although, the patient skin microbiota is frequently regarded as the main source 
of infection, the investigation of outbreaks associated with S. epidermidis has detected the 
presence of endemic strains within medical centers [14]. The selective pressure of 
antibiotics, on the S. epidermidis from normal microbiota, might have caused, in our 
patient, the colonization of skin/mucous with a predominant hospital-acquired  
S. epidermidis strain demonstrating more resistant antibiotic profile. This biofilm-producer 
strain was well adapted in our hospital conditions, and was found colonizing and causing 
bloodstream infections in other patients in our hospital (data not shown).  
Biofilm-producers bacteria are highly resistant to antibiotics due to the biofilm 
environmental that promotes a mechanical barrier against antibiotics. The expression of 
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resistance mechanisms in biofilm-producers bacteria can be in the “special life style” 
present inside the biofilm, highly resistant to host defenses and to antibiotics [15].  
The presence of prosthetic devices, such a CVC in our patient, represented an 
important risk factor for the development of the CVC bloodstream infections [16].  
The multiple insertions of CVCs in our patient broke the integrity of the skin, therefore 
promoting the invasion of our endemic multiresistent biofilm-producer S. epidermidis that 
colonized the skin/mucous. Our patient also presented a systemic infection caused by  
E. cloacae. Recently, some reports in literature referred the association between  
S. epidermidis bloodstream infection and others microorganisms [17, 18]. The production 
of biofilm increases the resistance to antibiotics [19] and promotes a symbiotic relation 
among different microorganisms [18].  
The present case report clearly demonstrated the hospital acquisition of an 
endemic resistant strain of S. epidermidis and the following steps of skin colonization 
directly related to the repetitive CVC infections by the same strain.  
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Figure 1 -Genomic DNA profiles of S. epidermidis strains obtained using SmaI restriction 
endonuclease enzyme followed by PFGE.  
Lanes 1 and 15: lambda ladder marker; D16: Lane 2-isolate from blood culture; Lanes 3 to 6- microbiota. 
D37: Lane 7-isolate from catheter tip; Lanes 8 to 10-microbiota; D54: Lane 11-catheter tip; lanes 12 and 13-
microbiota; D66: lane 14-isolate from catheter tip.  
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Table 1- Susceptibility profiles of clinical strains presented in this report Staphylococcus 
epidermidis 
Period of hospitalization 
refers to clinical material’s 
collection 
Clinical material Susceptibility profile 
D16 Blood culture Ampicillin-sulbactam; cefazolin; ciprofloxacin, 
clindamycin, erythomycin, gentamicin, nitrofurantoin, 
ofloxacin, oxacillin, rifampin, tetracycline, 
trimethopim/sulfamethoxazole, vancomycin 
D37 CVC clindamycin, erythomycin, gentamicin, nitrofurantoin, 
rifampin, tetracycline, vancomycin. 
D54 CVC clindamycin, erythomycin, nitrofurantoin, rifampin, 
tetracycline, vancomycin. 
D66 CVC clindamycin, erythomycin, nitrofurantoin, rifampin, 
tetracycline, vancomycin. 
B. b) Enterobacter cloacae 
D37 Blood culture aztreonam, cefepime, cefotaxime, cefoxitine, 
ceftazidime, imipenem, piperacillin-tazobactam, 
ticarcillin,  
D54 Blood culture aztreonam, cefepime, cefotaxime, cefoxitine, 
imipenem, piperacillin-tazobactam, ticarcillin, 
D78 Peritoneal liquid and 
surgical incision 
aztreonam, cefepime, cefotaxime, cefoxitine, 
ceftazidime, imipenem, piperacillin-tazobactam, 
ticarcillin, 
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Graphic 1- Invasive procedures and antibiotic therapy, during the time of hospitalization  
NP – parenteral nutrition; CVC – central venous catheter 
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